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1  Einleitung 
 
1.1  Einführung 
 
Erbliche Erkrankungen des Tubulusapparates der Niere, sogenannte hereditäre 
Tubulopathien, beeinflussen die renalen Regulationsmechanismen des Ionenhaushaltes. 
Erkrankungen dieses Formenkreises gehen häufig mit pathologischen 
Elektrolytverschiebungen, Blutdruckveränderungen und einer Verschlechterung der 
Nierenfunktion einher. Für einige erbliche Erkrankungen dieser Art konnten in der 
Vergangenheit Genmutationen identifiziert werden, die mit einer Beeinträchtigung  der 
Funktion tubulärer Ionentransporter einhergehen [López-Nieto und Brenner, 1997]. 
Hereditäre Tubulopathien mit Magnesiumverlustsyndrom sind seltene angeborene 
Erkrankungen mit renalem Magnesiumverlust, über deren molekulargenetische 
Grundlagen und die Pathogenese ihrer Entstehung bisher nur wenig bekannt war. In 
jüngerer Zeit konnte die Aufklärung molekularer Grundlagen und Identifizierung von 
Genmutationen als Ursache gestörter Magnesiumtransportprozesse im Tubulusapparat 
der Niere einen Beitrag zum besseren Verständnis des Magnesiumstoffwechsels leisten.  
Die erste Magnesiumverlusterkrankung, deren molekulargenetische Aufklärung gelang 
[Simon et al., 1999] ist die familiäre Hypomagnesiämie mit Hyperkalziurie und 
Nephrokalzinose, kurz FHHNC genannt (OMIM 248250).  
Die vorliegende Arbeit stellt molekulargenetische Untersuchungen für ein großes 
Patientenkollektiv vor, die sich mit den klinischen Symptomen der FHHNC 




1.2 Familiäre Hypomagnesiämie mit Hyperkalziurie und Nephrokalzinose 
 
1.2.1  Eine Übersicht und klinische Beschreibung der Erkrankung 
Die familiäre Hypomagnesiämie mit Hyperkalziurie und Nephrokalzinose (FHHNC) ist 
eine seltene autosomal rezessive tubuläre Nierenerkrankung und wird nach den 
Erstbeschreibern auch als Michelis-Castrillo Syndrom bezeichnet. Die Erkrankung ist 
durch einen massiven Verlust von Magnesium und Kalzium im Urin charakterisiert. Es 
kommt zu einer ausgeprägten Hypomagnesiämie und alle Patienten zeigen eine 
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bilaterale Nephrokalzinose. Die Diagnose einer FHHNC-Erkrankung wird aufgrund der 
Trias bestehend aus Hypomagnesiämie, ausgeprägter Hyperkalziurie und 
Nephrokalzinose gestellt und gibt der Erkrankung den Namen. 
Die Erkrankung wurde erstmalig 1972 von Michelis et al. bei einem Geschwisterpaar 
beschrieben [Michelis et al., 1972]. Die Patienten wiesen neben den 
Kardinalsymptomen zusätzlich eine Polyurie/Polydipsie, rezidivierende 
Harnwegsinfekte und eine Dystrophie auf. Zusätzliche fielen eine inkomplette distal-
renal-tubuläre Azidose (dRTA) und erniedrigte Serumbicarbonatspiegel aufgrund 
renalem Bicarbonatverlust auf. Laborchemische Veränderungen wie Hypokalziämie, 
Hypophosphatämie, eine erhöhte alkalische Phosphatase und ein erhöhtes Parathormon 
(PTH) waren nur bei einer Patientin auffällig und gingen mit cerebralen Krämpfen und 
rachitischen Veränderungen des Skelettes einher. Ein erhöhter PTH-Spiegel schien nicht 
im Zusammenhang mit den renalen Magnesium- und Bicarbonatverlusten zu stehen. Bei 
drei Geschwistern und den Eltern zeigten sich keine dieser Veränderungen. Auffällig 
war aber, dass ein gesundes Geschwister-Kind anamnestisch an Harnwegsinfekten litt. 
Michelis et al. schlossen bereits auf einen renal-tubulären Defekt. Castrillo et al. 
[Castrillo et al., 1983] beschrieben weitere sieben Patienten mit bilateraler 
Nephrokalzinose, Hypomagnesiämie und Hyperkalziurie. Eine Hypokalziämie zeigte 
sich wie zuvor nicht als beständige Auffälligkeit und keiner der Patienten litt an 
Hypokaliämie. Als ursächlich wurden von Castrillo et al. ebenso ein abnormaler 
Transportmechanismus im renalen Tubulussystem vermutet.  
Seit der Erstbeschreibung sind Patienten von mindestens 30 verschiedenen Familien 
beschrieben [Runeberg et al., 1975; Manz et al., 1978; Meier et al., 1979; Evans et al., 
1981; Ulmann et al., 1985; Rodriguez-Soriano et al., 1987; Heras et al., 1987; Kanaka et 
al., 1991; Ortiz et al., 1992; Richard et al., 1992; Rodriguez-Soriano und Vallo, 1994; 
Torralbo et al., 1995; Nicholson et al., 1995; Praga et al., 1995; Morger et al., 1999; 
Mourani et al., 1999; Benigno et al., 2000; Gregoric et al., 2000; Aguado et al., 2001]. 
Seit der genetische Defekt der FHHNC 1999 durch Simon et al. aufgeklärt werden 
konnte, wurden etwa 50 zusätzliche Familien mit FHHNC beschrieben und mit dem 
gefundenen genetischen Defekt assoziiert [Simon et al., 1999; Weber et al., 2000; 
Weber et al., J Am Soc Nephrol., Sep 2001; Blanchard et al., 2001; Kuwertz-Bröking et 
al., 2001; Wolf et al., 2002; Müller et al., 2003; Tajima et al., 2003; Kari et al., 2003; 
Loris Pablo et al., 2004; Tasic et al., 2005; Kang et al., 2005; Kutluturk et al., 2006; 
Müller et al., Hum Mol Genet., 2006; Müller et al., J Clin Endocrinol Metab., 2006; 
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Türkmen et al., 2006; Cetrullo et al., 2006; Sikora et al., 2006; Zimmermann et al., 
2006; Prabahar et al., 2006; Staiger et al., 2007; Sanjad et al., 2007; Konrad et al., 2008; 
Al-Elq, 2008; Peru et al., 2008; Vargas-Poussou et al., 2008].  
Im Vergleich zu anderen Erkrankungen, die mit einer Hypomagnesiämie einhergehen, 
wird die FHHNC häufig kompliziert durch ein chronisches Nierenversagen in der 
frühen Kindheit oder im Jugendalter. In den verschiedenen Publikationen wurden als 
initiale Symptome häufig wiederholte Harnwegsinfektionen und Polyurie/Polydipsie 
beschrieben. Mögliche weitere Manifestationssymptome können Nephrolithiasis, 
Hämaturie, Erbrechen, Bauchschmerzen, Krämpfe, Muskeltetanien und Dystrophie sein, 
wobei die Ursache der Dystrophie eher in der begleitenden Niereninsuffizienz zu 
suchen ist [Rodriguez-Soriano et al., 1987]. Zusätzliche biochemische Abnormitäten 
schließen Hypozitraturie, Hyperurikämie und eine Isothenurie mit ein. Eine 
Hyperurikämie wird bei der Mehrzahl der Patienten gesehen, selten kommt es aber zu 
Gichtanfällen. Häufig wird auch eine inkomplette distal-renal-tubuläre Azidose (dRTA) 
beschrieben, weshalb die FHHNC früher häufig mit dem Krankheitsbild der dRTA in 
Verbindung gebracht und als eine Frühform der dRTA gesehen wurde. Allerdings ist 
ein Defekt des renalen Magnesiumhaushaltes nicht typisch bei der primären dRTA 
[Manz et al.; 1978]. Die verminderte Fähigkeit zur Harnkonzentrierung und zur 
Urinansäuerung sind eher Folgen der Nephrokalzinose [Rodriguez-Soriano et al., 1987]. 
Seltener wird über klonische Zeichen einer schweren Hypomagnesiämie wie z.B. 
cerebrale Krampfanfälle berichtet. Zusätzlich zur ausgeprägten Hypomagnesiämie 
zeigen alle Betroffenen eine Hyperkalziurie und eine bilaterale Nephrokalzinose, wobei 
der Grad der Nephrokalzinose in frühen Beschreibungen mit der Einschränkung der 
Nierenfunktion korreliert werden konnte [Rodriguez-Soriano et al., 1987; Praga et al., 
1995]. Therapeutische Versuche zielen auf die Reduktion der Kalziumausscheidung ab, 
um Nephrokalzinose und Steinbildung zu minimieren. Solche Therapieansätze 
beinhalten die Gabe von Thiaziddiuretika zusätzlich zur Magnesiumsubstitution. Eine 
Substitution mit Zitraten (vorwiegend Kaliumzitrate) soll die Kalziumablagerungen und 
damit die Nephrokalzinose verzögern. Eine Korrektur der Hypomagnesiämie gelingt 
aber trotz hoher Dosen von Magnesiumsalzen nicht. Unter der abnehmenden 
glomerulären Filtrationsrate (GFR) verschwindet im Verlauf die Hypomagnesiämie 
bisweilen vollständig.  
Zusätzlich fallen erhöhte Serumparathormonwerte bereits früh im Verlauf der 
Erkrankung unabhängig von der Nierenfunktion auf [Praga et al., 1995; Konrad et al., 
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2008]. Extrarenale Manifestationen, insbesondere okuläre Abnormalitäten (schwere 
Kurzsichtigkeit, Nystagmus oder Chorioretinitis), werden als inkonstante Befunde 
beschrieben [Evans et al., 1981; Castrillo et al., 1983; Rodriguez-Soriano et al., 1987; 
Praga et al., 1995; Ulmann et al., 1985; Heras et al., 1987; Torralbo et al., 1995], wobei 
am häufigsten Kurzsichtigkeit und Kolobome Erwähnung finden. Selten wird über eine 
Hörminderung als extrarenaler Befund berichtet [Evans et al., 1981; Benigno et al., 
2000].  
Praga et al. beschrieben eine erhöhte Rate von Hyperkalziurie (42%) und Nierensteinen 
(15%) in der Familienanamnese bei ansonsten gesunden Familienangehörigen [Praga et 
al., 1995]. Zunächst wurde spekuliert, dass es sich bei isolierter Hyperkalziurie um 
einen milden Phänotyp der Erkrankung bei einem autosomal dominanten Erbgang mit 
unterschiedlicher Phänotypausprägung handeln könnte. Bei einem autosomal rezessiven 
Vererbungsmodus, der durch die Mutationsanalyse bestätigt wird, stellt sich die Frage, 
ob es sich bei den Familienangehörigen mit Hyperkalziurie und Nierensteinen um 
symptomatische Merkmalsträger handelt - ein Phänomen, das für autosomal rezessive 
Erkrankungen eher ungewöhnlich ist. Die Arbeitsgruppe um Praga fand bei keinem 
Familienangehörigen eine Nephrokalzinose, eine chronische Niereninsuffizienz oder 
eine profunde Hyomagnesiämie. Selten lag eine milde Hypomagnesiämie vor. Bei zwei 
Familienangehörigen zeigte das i.v.-Urogramm Zeichen einer Markschwammniere. 
Über eine Assoziation zwischen Markschwammnieren und FHHNC wurde ebenso bei 
zwei Brüdern berichtet [Ulmann et al., 1985]. Eine erbliche Komponente bei Patienten 
mit Markschwammnieren konnte bisher nicht gezeigt werden. Aber Patienten mit 
Markschwammnieren haben häufig eine Hyperkalziurie und eine Nephrolithiasis, 
sodass eine Koinzidenz von FHHNC und Markschwammnieren denkbar ist.  
Der Defekt scheint durch eine Nierentransplantation kuriert zu werden, da 
Transplantierte in Verlaufsbeobachtungen normale Serummagnesiumspiegel und eine 
normale renale Kalzium- und Magnesiumausscheidung zeigten [Praga et al., 1995]. Die 
Autoren folgerten daher bereits, dass der Defekt auf die Niere beschränkt sein muss. 
Auch nach Lebendspende einer Niere eines Elternteiles kam es nicht wieder zum 
Auftreten der Erkrankung [Nicholson et al., 1995], was für den autosomal rezessiven 
Erbgang spricht, da ja beide Elternteile obligat heterozygot für die Erkrankung sind.  
Klinische Beobachtungen und Clearance-Studien bei Patienten mit FHHNC deuten auf 
eine verminderte Reabsorption von Magnesium und Kalzium im dicken aufsteigenden 
Teil der Henle-Schleife (TAL) hin [Rodriguez-Soriano et al., 1987]. Der TAL spielt 
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eine überragende Rolle bei der renalen Reabsorption von divalenten Kationen, welche 
in diesem Nephronsegment hauptsächlich passiv über den parazellulären Weg 
reabsorbiert werden [Quamme, 1997]. Rodriguez-Soriano et al konnten bei Patienten 
mit FHHNC nachweisen, dass bei kontinuierlicher Magnesiuminfusion die 
Magnesiumreabsorption unabhängig von der Menge des filtrierten Magnesiums deutlich 
gestört ist, was auf eine gleichzeitige Herabsetzung von renaler Schwelle und 
Transportmaximum für Magnesium hinweist. Daher lässt sich der Defekt im TAL 
vermuten, wo das meiste Magnesium rückresorbiert wird. Aufgrund der vorhanden 
Hyperkalziurie und Hypermagnesiurie scheint der Defekt sich auf einen gemeinsamen 
Transportweg von Magnesium und Kalzium zu beziehen und der Transportweg für 
Natrium und Chlorid scheint im Gegensatz zum klassischen Bartter-Syndrom nicht 
betroffen. Eine Verbindung zwischen Kalzium- und Magnesiumreabsorption im TAL 
wurde bereits demonstriert [Shafik und Green, 1987]. Zusätzlich korrelierte die 
Ausscheidung von Kalzium und Magnesium im Urin bei Gesunden [Sutton und 
Watson, 1969] und bei Patienten mit idiopathischer Hyperkalziurie [Martinez et al., 
1985]. Die Magnesiumreabsorption im TAL findet nur im kortikalen Segment (cTAL) 
statt, während im medullären Teil (mTAL) kein Magnesiumtransport beobachtet wird 
[Mandon et al., 1993]. Die Reabsorption von Magnesium im cTAL ist passiv und 
parazellulär; sie folgt einem luminal positiven transepithelialem elektrochemischen 
Gradienten [Shareghi und Agus, 1982; di Stefano et al., 1993; de Rouffignac und 
Quamme, 1994].  
 
1.2.2  Mutationen im CLDN16-Gen als ursächlicher genetischer Defekt der 
FHHNC-Erkrankung 
Mutationen im PCLN1-Gen auf Chromosom 3q27, welches für das renale Tight 
Junction Protein Paracellin-1 kodiert, konnten bei FHHNC-Patienten als zugrunde 
liegender genetischer Defekt identifiziert werden [Simon et al., 1999]. Paracellin-1 ist 
ein Mitglied der multigenen Claudin-Familie1 und wird heute als Claudin-16 (CLDN16) 
bezeichnet. In einem Kollektiv, bestehend aus zehn verschiedenen FHHNC-Familien, 
konnten Simon et al. zehn verschiedene Mutationen in der Gensequenz nachweisen. In 
der Mehrzahl handelte es sich dabei um Punktmutationen, von denen einige Mutationen 
Aminosäuren in besonders stark konservierten Regionen aller Mitglieder der Claudin-
                                                 
1 Von lateinisch claudere schließen 
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Familie betreffen, sodass es sich um funktionell wichtige Aminosäurepositionen zu 
handeln scheint.  
Mutationsanalysen von acht Familien (F1-F8) des in dieser Arbeit vorgestellten 
Patientenkollektives wurden bereits 2000 publiziert [Weber et al., 2000]. Es konnten 
acht verschiedene Mutationen im CLDN16-Gen identifiziert werden und im Vergleich 
zur Arbeitsgruppe von Simon et al. ergaben sich sechs neue Mutationen.  
In Abbildung 1.1 ist die genomische Organisation von CLDN16 dargestellt. Das Gen 





Simon et al. (1999) Science 285
II IIII VIV
Abbildung 1.1 Genomische Organisation von Claudin-16. Claudin-16 ist in 5 Exons (Exon I bis V) unterteilt 
(dargestellt als blaue Rechtecke).  
 
 
Northernblot-(RNA)-Analysen von Claudin-16 zeigten, dass es sich um ein 3.5-kb 
Transkript handelt, welches ausschließlich in der Niere zu finden ist [Simon et al., 
1999]. Claudin-16 wird im medullären und kortikalen dicken aufsteigenden Teil der 
Henle-Schleife (mTAL und cTAL) und im distalen gewundenen Tubulus (DCT) 
exprimiert und zeigt eine Kolokalisation mit Occludin im Bereich von Tight Junctions 
[Simon et al., 1999].  
Mitglieder der Claudin-Familie sind an der Bildung von Tight Junctions in vielen 
verschiedenen Geweben beteiligt [Morita et al., 1999]. Tight Junctions befinden sich 
zwischen polarisierten Epithel- und Endothelzellen und bilden eine primäre Barriere für 
parazellulären Transport von Flüssigkeiten, außerdem beschränken sie die laterale 
Diffusion von Proteinen und Membranlipiden. Als eines der ersten spezifischen 
integralen Membranproteine und Komponenten der Tight Junctions wurde Occludin 
identifiziert [Furuse et al., 1993]. Im Folgenden konnten Claudin-1 und -2, zwei 
strukturähnliche Proteine, identifiziert und für beide eine Kolokalisation mit Occludin 
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gezeigt werden [Furuse et al., 1998]. Weitere integrale Membranproteine mit großer 
Homologie zu Claudin-1 und -2 wurden entsprechend Claudin-3, -4, usw. genannt 
[Morita et al., 1999; Rahner et al., 2001]. Alle Mitglieder der Claudin-Familie besitzen 
vier transmembrane Domänen und einen intrazytoplasmatischen NH2- und COOH-
Terminus. Sequenzvergleiche innerhalb der Claudine-Familie zeigen, dass die 
Aminosäuresequenz der ersten und vierten transmembranen Domäne und der ersten und 
zweiten extrazelluläre Schleife nahezu konserviert sind [Morita et al., 1999]. Die 
Aminosäuresequenz von Claudin-16 zeigt eine etwa 10-18%-ige Identität mit einzelnen 
Claudinen mit der größten Homologie im Bereich der ersten extrazellulären Schleife, 
die den interzellulären Raum zu überbrücken scheint [Simon et al., 1999]. Claudine 
zeigen eine spezifische Gewebeverteilung [Morita et al., 1999], wobei Claudin-16 
exklusiv in der Niere exprimiert wird [Simon et al., 1999].  
CLDN16 besitzt wie alle Claudine einem intrazellulärem NH2- und COOH-Terminus 
und vier transmembrane Domänen (Abbildung 1.2). Zunächst wurde angenommen, 
dass CLDN16 für ein 305 Aminosäuren langes Protein kodiert [Simon et al., 1999] und 
das Protein einen zytoplasmatischen NH2-Terminus von 73 Aminosäurenlänge besitzt, 
während der intrazelluläre NH2-Terminus anderer Claudine nur 6 bis 7 Aminosäuren 
lang ist. Bei Claudin-16 findet sich aber ein zweites Methionin (an Position 71) mit 
einer passenden Kozak-Konsensussequenz [Kozak, 1996] an einer Position analog zum 
Startbeginn anderer Claudine [Simon et al., 1999]. Auch fehlen bei allen homologen 
Proteinen (von Maus, Kuh, etc.) die ersten 70 Aminosäuren, sodass heute angenommen 







Abbildung 1.2 Proteinmodell von Claudin-16. Claudin-16 besitzt vier transmembrane Domänen, sowie einen 
intrazellulärem NH2- und COOH-Terminus und zwei extrazelluläre Schleifen, die in den interzellulären Raum ragen 
(Aminosäurereste abgebildet als Kreise, die Lipidschicht der Zellmembran ist grau dargestellt). Methionin  1 und 71 
sind markiert (Met1 und Met71, schwarze Kreise). Die ersten 70 Aminosäuren sind grau unterlegt, da heute 
angenommen wird, dass Methionin 71 das wahre Startcodon ist. 
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 1  ATGACCTCCAGGACCCCACTGTTGGTTACAGCCTGTTTGTATTAT 
    M  T  S  R  T  P  L  L  V  T  A  C  L  Y  Y  
 46 TCTTACTGCAACTCAAGACACCTGCAGCAGGGCGTGAGAAAAAGT 
    S  Y  C  N  S  R  H  L  Q  Q  G  V  R  K  S  
 91 AAAAGACCAGTATTTTCACATTGCCAGGTACCAGAAACACAGAAG 
    K  R  P  V  F  S  H  C  Q  V  P  E  T  Q  K  
136 ACTGACACCCGCCACTTAAGTGGGGCCAGGGCTGGTGTCTGCCCA 
    T  D  T  R  H  L  S  G  A  R  A  G  V  C  P  
181 TGTTGCCATCCTGATGGGCTGCTTGCCACAATGAGGGATCTTCTT 
    C  C  H  P  D  G  L  L  A  T  M  R  D  L  L  
226 CAATACATCGCTTGCTTCTTTGCCTTTTTCTCTGCTGGGTTTTTG 
    Q  Y  I  A  C  F  F  A  F  F  S  A  G  F  L  
271 ATTGTGGCCACCTGGACTGACTGTTGGATGGTGAATGCTGATGAC 
    I  V  A  T  W  T  D  C  W  M  V  N  A  D  D  
316 TCTCTGGAGGTGAGCACAAAATGCCGAGGCCTCTGGTGGGAATGC 
    S  L  E  V  S  T  K  C  R  G  L  W  W  E  C  
361 GTCACAAATGCTTTTGATGGGATTCGCACCTGTGATGAGTACGAT 
    V  T  N  A  F  D  G  I  R  T  C  D  E  Y  D  
406 TCCATACTTGCGGAGCATCCCTTGAAGCTGGTGGTAACTCGAGCG 
    S  I  L  A  E  H  P  L  K  L  V  V  T  R  A  
451 TTGATGATTACTGCAGATATTCTAGCTGGGTTTGGATTTCTCACC 
    L  M  I  T  A  D  I  L  A  G  F  G  F  L  T  
496 CTGCTCCTTGGTCTTGACTGCGTGAAATTCCTCCCTGATGAGCCG 
    L  L  L  G  L  D  C  V  K  F  L  P  D  E  P  
541 TACATTAAAGTCCGCATCTGCTTTGTTGCTGGAGCCACGTTACTA 
    Y  I  K  V  R  I  C  F  V  A  G  A  T  L  L  
586 ATAGCAGGTACCCCAGGAATCATTGGCTCTGTGTGGTATGCTGTT 
    I  A  G  T  P  G  I  I  G  S  V  W  Y  A  V  
631 GATGTGTATGTGGAACGTTCTACTTTGGTTTTGCACAATATATTT 
    D  V  Y  V  E  R  S  T  L  V  L  H  N  I  F  
676 CTTGGTATCCAATATAAATTTGGTTGGTCCTGTTGGCTCGGAATG 
    L  G  I  Q  Y  K  F  G  W  S  C  W  L  G  M  
721 GCTGGGTCTCTGGGTTGCTTTTTGGCTGGAGCTGTTCTCACCTGC 
    A  G  S  L  G  C  F  L  A  G  A  V  L  T  C  
766 TGCTTATATCTTTTTAAAGATGTTGGACCTGAGAGAAACTATCCT 
    C  L  Y  L  F  K  D  V  G  P  E  R  N  Y  P  
811 TATTCCTTGAGGAAAGCCTATTCAGCCGCGGGTGTTTCCATGGCC 
    Y  S  L  R  K  A  Y  S  A  A  G  V  S  M  A  
856 AAGTCATACTCAGCCCCTCGCACAGAGACGGCCAAAATGTATGCT 
    K  S  Y  S  A  P  R  T  E  T  A  K  M  Y  A  
901 GTAGACACAAGGGTGTAA 918 
    V  D  T  R  V  * 
 
Abbildung 1.3  mRNA und Aminosäuresequenz von Claudin-16. Die obere Zeile zeigt die jeweiligen Codons und in 
der Zeile darunter findet sich die jeweils kodierte Aminosäure. Exon 1: Nukleotid 1-324, Exon 2 : Nukleotid 325-427, 
Exon 3 : Nukleotid 428-593, Exon 4 : Nukleotid 593- 784, Exon 5 : Nukleotid 785-918. Die jeweiligen Codons und die 
ersten 70 Aminosäuren sind grau markiert. (Accession Nr.: NM006580) 
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1.3  Klinische Einteilung der monogenen Magnesiumverlusterkrankungen 
 
Ein angeborener renaler Magnesiumverlust wurde erstmals von Freeman und Pearson 
1966 durch den Begriff „Magnesium-losing kidney“ geprägt [Freeman und Pearson, 
1966].  Allerdings erfolgte keine Differenzierung und der Begriff fasste verschiedene 
erbliche Entitäten mit renalem Magnesiumverlust zu einem klinischen Syndrom 
zusammen. Erstmals Rodriguez-Soriano propagierte die Einteilung in verschiedene 
kongenitale Magnesiumverlusterkrankungen [Rodriguez-Soriano et al., 1987] und 
beschrieb drei zu differenzierende Erkrankungen, die wir heute als FHHNC, Gitelman-
Syndrom und  isolierte dominante Hypomagnesiämie (primäre Hypomagnesiämie) 
kennen. 
Die FHHNC-Erkrankung muss also in eine Gruppe heterogener Erkrankungen, die mit 
einer gestörten Magnesiumhomöostase einhergehen, eingeordnet und von anderen 
Formen der familiären Hypomagnesiämie differenziert werden. Da die 
Magnesiumhomöostase in engen Bereichen aufrechterhalten und über intestinale 
Resorption und renale Ausscheidung gesteuert wird, kann Magnesiummangel durch 
reduzierte Aufnahme, intestinale Malabsorption und renalen Verlust entstehen. In die 
Gruppe monogener Magnesiumverlusterkrankungen gehören somit nicht nur hereditäre 
Tubulopathien mit Magnesiumverlust, sondern auch angeborene Erkrankungen mit 
Störung der intestinalen Magnesiumaufnahme. Die klinische Charakterisierung von 
Erkrankten in unterschiedliche Phänotypen ist wichtig zur Differenzierung angeborener 
Magnesiumverlusterkrankungen. Das Vorhandensein zusätzlicher Elektrolytstörungen, 
Veränderung des Säure-Basen-Haushalts sowie die Unterscheidung zwischen Störungen 
der intestinalen Aufnahme und renalen Ausscheidung von Magnesium trägt zur 
Einteilung in verschiedene Subtypen bei. Bezüglich renaler 
Magnesiumverlusterkrankungen kann durch Identifizierung des jeweils betroffenen 
Nephronsegmentes weiter differenziert werden [Cole und Quamme, 2000]. In den 
letzten Jahren konnte eine Anzahl von Genen, die an der Pathogenese dieser 
Erkrankungen beteiligt sind, identifiziert werden. Dadurch wird es möglich, die 
unterschiedlichen erblichen Erkrankungen in verschiedene Subtypen zu klassifizieren 
[Konrad und Weber, 2003]. Im Folgenden sollen kurz die einzelnen monogenen 
Magnesiumverlusterkrankungen phänotypisch charakterisiert werden und, wenn 
bekannt, den jeweiligen genetischen Defekten zugeordnet werden.  
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1.3.1 Primäre Hypomagnesiämie mit sekundärer Hypokalziämie  
Die primäre Hypomagnesiämie mit sekundärer Hypokalziämie (HSH) zeigt im 
Vergleich mit der FHHNC eine sehr ausgeprägte Hypomagnesiämie (~0,2 mmol/l) und 
eine zusätzliche Hypokalziämie (~1,6 mmol/l). Andere Elektrolytstörungen, 
Nephrokalzinose oder Nephrolithiasis finden sich nicht. Sie wurde erstmals von Paunier 
1968 beschrieben [Paunier et al., 1968]. Die Erkrankung manifestiert sich sehr früh, in 
der Regel im Alter von 4-5 Wochen, mit generalisierten Krämpfen, die im Verlauf zu 
einer psychomotorischen Retardierung führen können. Im Gegensatz zu anderen 
hereditären Magnesiumverlusterkrankungen lokalisierten pathophysiologische Studien 
mit radioaktiv markiertem Magnesiumisotopen bei Erkrankten den primären Defekt in 
der intestinalen Magnesiumaufnahme [Lombeck et al., 1975; Milla et al., 1979]. Eine 
zusätzliche renale Komponente konnte bei HSH-Patienten nach Magnesiumbelastung 
nachgewiesen werden [Walder et al., 2002], sodass HSH-Patienten trotz 
Hypomagnesiämie Magnesium über die Niere verlieren [Schlingmann et al., 2002]. 
Walder et al. gelangen die Lokalisation des verantwortlichen Genortes auf Chromosom 
9q12-9q22.2 und konnten so den autosomalen Erbgang bestätigen [Walder et al., 1997]. 
Als zugrunde liegender genetischer Defekt konnten Mutationen im „transient receptor 
potential (melastatin) 6“-(TRPM6)-Gen identifiziert werden, welches für TRPM6 
kodiert, ein Mitglied der „transient receptor potential“-(TRP)-Familie von 
Kationenkanälen [Schlingmann et al., 2002; Walder et al., 2002]. TRPM6 wird im 
gesamten gastrointestinalen Trakt und in der Niere exprimiert. In der Niere findet sich 
TRPM6 ausschließlich  in der apikalen Membran von Tubulusepithelzellen im DCT 
[Voets et al., 2004]. TRPM6 zeigt eine große Homologie zu TRPM7, beschrieben als 
Kalzium- und Magnesium durchlässiger Ionenkanal, der über Magnesium-ATP reguliert 
wird [Nadler et al., 2001]. TRPM6 ist der apikale Magnesiumkanal über den 
Magnesium in die DCT-Zelle aus dem Tubuluslumen aufgenommen wird.  
 
1.3.2 Isolierte Hypomagnesiämie, autosomal dominant und rezessiv 
Die isolierte dominante Hypomagnesiämie (primäre Hypomagnesiämie, autosomal 
dominant) wurde erstmals 1987 von Geven et al. beschrieben [Geven et al., Kidney Int., 
1987]. Erkrankte zeigen nur eine milde Hypomagnesiämie und im Gegensatz zur 
FHHNC eine Hypokalziurie. Einige Patienten werden erst im Erwachsenenalter 
symptomatisch, andere zeigen im Säuglingsalter generalisierte Krämpfe mit Folgen 
einer schweren mentalen Retardierung. Familienmitglieder zeigen ebenso eine 
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Hypomagnesiämie passend zu einem autosomal dominanten Vererbungsmodus. Der 
genetische Defekt konnte auf Chromosom 11q23 lokalisiert [Meij et al., 1999] und das 
verantwortliche Gen FXYD2 identifiziert werden [Meij et al., 2000]. Es kodiert für die 
γ-Untereinheit der Na+/K+-ATPase, die an der basolateralen Zellmembran im DCT 
lokalisiert ist, wo der Magnesiumtransport aktiv und transzellulär ist. Die γ-Untereinheit 
moduliert die Aktivität der Na+/K+-ATPase, welche wichtig für die Erhaltung des 
Membranpotentials und des Natriumgradienten ist. Es ist bisher unbekannt, welcher 
molekulare Mechanismus zur Hypomagnesiämie und Hypokalziurie bei Patienten mit 
Mutationen im FXYD2-Gen führt. Es wird vermutet, dass die fehlende Modulation der 
Na+/K+-ATPase durch die γ-Untereinheit zu Veränderungen der elektrochemischen 
Gradienten von Natrium und Kalium führt und sekundär über den apikalen TRPM6-
Kanal Magnesium vermindert reabsorbiert wird [Hoenderop und Bindels, 2005].  
Bei der isolierten rezessiven Hypomagnesiämie (primäre Hypomagnesiämie, autosomal 
rezessiv) konnte die Hypomagnesiämie ebenso auf eine renale Störung mit erhöhter 
Magnesiumausscheidung zurückgeführt werden. Im Gegensatz zur autosomal 
dominanten Erkrankung zeigen die Patienten schon früh im Säuglingsalter Symptome 
der Hypomagnesiämie, und es fehlt die für die dominante Form typische Hypokalziurie 
[Geven et al., Clin Genet., 1987]. Eine Mutation im „epithelial growth factor“-(EGF)-
Gen, das für pro-EGF kodiert, konnte als krankheitsverursachend identifiziert werden 
[Groenestege et al., 2007]. Pro-EGF wird in der luminalen und basolateralen Membran 
des DCT exprimiert und wird durch extrazelluläre Proteasen in aktiven EGF gespalten. 
Durch Bindung an den basolateral exprimierten EGF-Rezeptor (EGFR) im DCT 
aktiviert EGF den apikalen Magnesiumkanal, TRPM6, und führt so zur vermehrten 
Rückresorption von Magnesium. Die Mutation im pro-EGF-Gen führt zu einer 
verminderten Expression von pro-EGF in der basolateralen Membran und so zu einer 
reduzierten extrazellulären EGF-Produktion und folglich zur reduzierten Stimulation 
des basolateral gelegenen EGFR.  
  
1.3.3 Erkrankungen mit Defekten des Ca2+/Mg2+-sensing-Rezeptor  
Zu den Erkrankungen mit Defektem im Ca2+/Mg2+-sensing-Rezeptor (CaSR) gehören 
die familiäre hypokalziurische Hyperkalziämie (FHH) und der neonatale schwere 
Hyperparathyreodismus (NSHPT) sowie der autosomal dominante Hypopara-
thyreodismus (ADH). Ursächlich sind für alle 3 Erkrankungen Mutationen im CaSR-
Gen. CaSR gehört zur Familie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren [Hebert, 1996]. 
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Der extrazelluläre CaSR spielt eine wichtige Rolle in der Magnesium- und 
Kalziumhomöostase nicht nur durch Beeinflussung der PTH-Sekretion, sondern auch 
durch direkte Regulation der Magnesium- und Kalziumresorptionsrate in der Niere. 
CaSR wird nicht nur in PTH-sezernierenden Zellen der Epithelkörperchen exprimiert, 
sondern auch entlang des Nephrons hauptsächlich im TAL [Bapty et al., 1998].  In der 
Niere führt die Aktivierung von CaSR zur geminderten Reabsorption von divalenten 
Kationen im TAL und geminderter Wasserreabsorption in den Sammelrohren [Brown 
und MacLeod, 2001]. 
Es konnten sowohl aktivierende als auch inaktivierende Mutationen des CaSR 
beschrieben und entsprechenden klinischen Erscheinungsbildern zugeordnet werden. 
FHH und NSHPT resultieren aus inaktivierenden CaSR-Mutationen, wobei 
heterozygote Mutationen mit FHH assoziiert sind und homozygote bzw. compound 
heterozygote mit NSHPT [Pollack et al., 1993; Pollack et al., J Clin Invest., 1994]. 
Patienten mit FHH, auch familiäre benigne Hyperkalziämie genannt, zeigen eine milde 
Hypermagnesiämie und milde Hyperkalziämie, die selten von Symptomen begleitet 
wird und nur manchmal eine Behandlung erfordert [Marx et al., 1981]. Die 
Ausscheidung von Magnesium und Kalzium im Urin ist deutlich reduziert und das 
Serum-PTH ist inadäquat erhöht. Patienten mit NSHPT werden schon in der frühen 
Neonatalperiode symptomatisch mit ausgeprägter Polyurie und Dehydration aufgrund 
der schweren Hyperkalziämie. Die Ausscheidung von Kalzium und Magnesium im Urin 
ist deutlich vermindert bei hoher Reabsorptionsrate [Pollack et al., 1993; Pollack et al., J 
Clin Invest., 1994]. Hyperkalziämie und Hyperparathyreodismus führen unbehandelt zu 
schweren Skelettdeformationen mit Knochendemineralisierung, extraossären 
Kalzifikationen, Muskelschwäche, Hypotonie und Ateminsuffizienz des Neugeborenen 
sowie schwersten neurologischen Schäden. Eine frühe Therapie mit partieller oder 
totaler Parathyreoidektomie ist daher entscheidend für den Verlauf der Erkrankung 
[Cole et al., 1997]. Ohne Entfernung der hyperplastischen Epithelkörperchen ist der 
Verlauf in der Regel letal [Pollack et al., J Clin Invest., 1994]. 
Der beiden Erkrankungen zugrunde liegende Pathomechanismus ist durch eine 
Verschiebung der Empfindlichkeit des CaSR-Rezeptors zu erklären. Im Fall von 
inaktivierenden Mutationen kommt es zu einer reduzierten Sensitivität, sodass bei selbst 
normwertigen Kalzium- bzw. Magnesiumspiegeln einem vermeintlichen Mangel dieser 
Kationen mit einer erhöhten Reabsorption begegnet wird. Die Schwere der Erkrankung 
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hängt davon ab, ob ein elterliches Allel oder beide betroffen sind (Gen-Dosis-Effekt) 
[Pollack et al., J Clin Invest., 1994].  
ADH zeigt wie die FHHNC eine Hypomagnesiämie mit erhöhter renaler Ausscheidung 
von Magnesium und Kalzium. Im Gegensatz zur FHHNC liegt eine milde bis deutliche 
Hypokalziämie mit den typischen Symptomen vor. Nephrokalzinose kommt gehäuft bei 
Therapie mit Vitamin D und Kalzium vor [Pearce et al., 1996]. Häufig werden die 
Patienten aufgrund des niedrigen PTH-Spiegels bei Hypokalziämie fälschlich als 
primärer Hypoparathyreodismus diagnostiziert. 
Bei ADH werden aktivierende Mutationen im CaSR-Gen gefunden [Pollak et al., Nat 
Genet., 1994]. Aktivierende Mutationen führen zu einer veränderten Empfindlichkeit 
des Rezeptors im Sinne einer erhöhten Sensitivität. Die inadäquate Aktivierung des 
CaSR führt bei physiologischen extrazellulärem Kalzium- und Magnesiumspiegeln zu 
verminderter PTH-Sekretion und verminderter Reabsorption beider divalenter Kationen 
hauptsächlich im cTAL. Im Fall von Magnesium könnte die zusätzliche verminderte 
hormonstimulierende Aufnahme im DCT komplizierend zur verminderten Aufnahme 
im TAL hinzukommen und so zu einem ausgeprägtem renalem Magnesiumverlust 
führen [Dai et al., 2001]. 
 
1.3.4 Salzverlust-Tubulopathien, Bartter-ähnliche Syndrome  
Eine Gruppe von hereditären Tubulopathien mit mehr oder weniger ausgeprägtem 
Magnesiumverlust bilden die hypokaliämischen Salzverlusttubulopathien. Hierzu 
gehören das Hyperprostaglandin-E-Syndrom/antenatales Bartter-Syndrom mit oder 
ohne Taubheit (HPS/aBS), das klassische Bartter-Syndrom (cBS) und das Gitelman-
Syndrom (GS). Diese Gruppe besteht aus klinisch und genetisch unterschiedlichen 
Störungen, denen die Symptome renaler Salzverlust, hypokaliämische metabolische 
Alkalose, erhöhte Plasmarenin- und Aldosteronspiegel bei normotonem Blutdruck 
gemeinsam sind. Die verschiedenen zusätzlichen Veränderungen im Kalzium- und 
Magnesiumhaushalt helfen, diese heterogene Gruppe in verschieden klinische 
Phänotypen zu unterteilen, und liefern Hinweise auf das betroffene Nephronsegment.  
Die Gitelman-Variante (GS) des Bartter-Syndroms wurde von Gitelman et al. erstmals 
beschrieben [Gitelman et al., 1966]. Klinisch zeigt sich neben der Hypokaliämie und der 
metabolischen Alkalose eine Hypomagnesiämie und im Gegensatz zur FHHNC eine 
Hypokalziurie. Betroffene manifestieren sich in der Kindheit oder Jugend mit 
Muskelschwäche oder Tetanien aufgrund der ausgeprägten Hypomagnesiämie, 
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Müdigkeit und Gelenkbeschwerden aufgrund von Chondrokalzinose. Als Ursache 
konnten Mutationen im SLC12A3-Gen, das für den Na+/Cl--Kotransporter (NCCT) 
kodiert, nachgewiesen werden [Simon et al., Nat Genet., 1996 Jan.].  
Das Hyperprostaglandin-E-Syndrom (HPS/aBS) wird durch Mutationen entweder im 
Furosemid-sensiblen Na+/K+/2Cl--Kotransporter Typ 2 (NKCC2) im SLC12A1-Gen 
oder im Kaliumkanal (ROMK) im KCNJ1-Gen hervorgerufen, die bei der apikalen 
Aufnahme von NaCl im TAL kooperieren [Simon et al., Nat Genet., 1996 Jun.; Simon 
et al., Nat Genet. 1996 Oct.; International Collaborative Study Group for Bartter like 
Syndroms, 1997]. Die Betroffenen zeigen eine ausgeprägte Polyurie, die sich bereits in 
utero mit einem Polyhydramnion manifestiert und zu Frühgeburtlichkeit führt. Postnatal 
zeigt sich ein massiver Salzverlust und eine nachfolgende hypokaliämische 
metabolische Alkalose mit zusätzlicher Hyperkalziurie und Nephrokalzinose [Seyberth 
et al., 1998]. Eine Störung des Magnesiumhaushaltes ist aber eher selten.  
Eine Variante des HPS/aBS ist mit sensorineuraler Taubheit (SND) assoziiert 
[Birkenhager et al., 2001] und wurde erstmals von Landau et al. beschrieben [Landau et 
al., 1995]. Mutationen in einem neuen Gen, genannt Barttin (BSND), konnten in dieser 
Untergruppe identifiziert werden. Barttin konnte funktionell charakterisiert werden als 
eine aktivierende β-Untereinheit renaler Chloridkanäle ClC-Ka und ClC-Kb [Estevez et 
al., 2001; Waldegger et al., 2002]. Klinisch zeigen die Patienten einen meist noch 
stärkeren renalen Salz- und Wasserverlust, aber Hyperkalziurie mit Nephrokalzinose 
und eine Hypomagnesiäme sind im Vergleich zu HPS/aBS selten.  
Das klassische Bartter-Syndrom (cBS) wird durch Mutationen im CLCNKB-Gen, das 
für den Chlorid-Kanal ClC-Kb kodiert, hervorgerufen [Simon et al., 1997; Konrad et al., 
2000]. Die klinische Präsentation der Betroffenen variiert sehr stark mit einem 
Phänotyp ähnlich dem HPS/aBS oder einem Phänotyp, der kaum von dem des GS zu 
unterscheiden ist [Jeck et al., 2000; Peters et al., 2002; Zelikovic et al., 2003]. Meist 
zeigen die Betroffenen, wie ursprünglich von Bartter et al. berichtet, Hypokaliämie, 
Hypochlorämie und Wachstumsverzögerung innerhalb der ersten zwei Lebensjahre 
[Bartter et al., 1962]. Pränataler Beginn und Nephrokalzinose wie in HPS/aBS sind 
ungewöhnlich. Bei ca. 50% der Fälle besteht eine Hypomagnesiämie, die 
Kalziumausscheidung ist variabel, aber eine Hypokalziurie ist nicht selten zu finden 




1.4  Magnesiumstoffwechsel 
 
Magnesium spielt eine wesentliche Rolle in diversen biologischen Systemen und ist für 
viele Funktionen des Körpers unerlässlich [Altura, 1991]. Eine weitere wichtige Rolle 
liegt bei der Modulation von Membrantransportern und der Signaltransduktion. Als ein 
Kofaktor und intrazellulärer Aktivator vieler enzymatischer Reaktionen spielt 
Magnesium eine Schlüsselrolle in vielen wichtigen biologischen Prozessen wie z.B. 
zellulärer Energiegewinnung, Proteinsynthese und Zellreplikation. Auch die Membran 
gebundene Na+/K+-ATPase ist in ihrer Funktion abhängig von Magnesium [Hexum et 
al., 1970].  
 
1.4.1  Physiologische Grundlagen der Magnesiumhomöostase 
Magnesium ist das vierthäufigste Kation im Körper und intrazellulär das zweithäufigste 
Kation bzw. häufigste divalente Kation. Intrazellulär sind abhängig von Zelltyp nur 
etwa 0,5-5% des Magnesiums frei und ionisiert (etwa 0,5 mmol/l) [Quamme und 
Rabkin, 1990]. Der Rest ist an Anionen gebunden wie ATP (ca. 80%), ADP, Zitrat, 
Proteine, DNA und RNA oder befindet sich in Mitochondrien und endoplasmatischem 
Retikulum [Tsien, 1983]. Die intrazelluläre Konzentration wird in einem sehr engen 
Bereich konstant gehalten [de Rouffignac und Quamme, 1994].  
Da Magnesium ein intrazelluläres Ion ist, repräsentiert das Serummagnesium den 
Körpermagnesiumgehalt nicht optimal. Der Körpermagnesiumgehalt liegt bei etwa 24 g 
(1000 mmol). Die Serummagnesiumkonzentration wird unter physiologischen 
Bedingungen in einem engen Bereich konstant gehalten und steht im Gleichgewicht und 
ständigem Austausch mit den Magnesiumspeichern von Knochen, Niere, Darm und 
anderen Geweben. Im Knochen, dem größten Magnesiumreservoir des Körpers, 
befinden sich 60% des gesamten Körpermagnesiums. Etwa die Hälfte davon kann am 
Austausch mit dem extrazellulären Magnesium teilnehmen. Weitere 39% des 
Körpermagnesiums finden sich in anderen Geweben, vorwiegend im Skelettmuskel 
(50%). Weniger als 1% befindet sich extrazellulär im Blut [Elin, 1994]. Etwa 25% des 
Serummagnesiums sind an Proteine gebunden und 75% finden sich in Komplexen oder 
als freies Magnesiumion [Altura und Altura, 1994]. Ionisiertes (etwa 65%) und in 
Komplexen gebundenes (etwa 10%) Magnesium bilden die ultrafiltrierbare Fraktion, 
aber die biologisch aktive Form ist das freie ionisierte Magnesium. Abbildung 1.4 gibt 




















Abbildung 1. 4  Magnesiumverteilung im Körper. 
 
 
1.4.2  Intestinale Resorption und renale Ausscheidung von Magnesium 
Die Magnesiumhomöostase wird in engen Bereichen aufrechterhalten und über die 
Magnesiumresorption im Darm und die renale Magnesiumausscheidung gesteuert. 
Magnesiummangel kann aus reduzierter Aufnahme, intestinaler Malabsorption oder 
renalem Verlust resultieren. Die eigentliche Kontrolle der Magnesiumhomöostase 
erfolgt aber durch die Niere. 
Von den täglich mit der Nahrung aufgenommenen etwa 12 mmol werden 6 mmol 
intestinal resorbiert und 2 mmol intestinal sezerniert. In der Niere werden 84 mmol 
täglich filtriert und etwa 80 mmol wieder reabsorbiert und somit 4 mmol renal 
ausgeschieden (Abbildung 1.5). Das mit der Nahrung aufgenommene Magnesium wird 























Abbildung 1.5 Magnesium-Umsatz. 
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Die intestinale Magnesiumresorption erfolgt über zwei verschiedene Wege: einem 
aktiven transzellulären Weg mit Sättigungsmaximum und einem passivem 
parazellulärem ohne Sättigungskinetik [Kerstan und Quamme, 2002]. Das transzelluläre 
Transportsystem zeigt eine limitierte aktive Transportkapazität. Bei niedrigen 
intraluminalen Magnesiumkonzentrationen wird Magnesium primär über den aktiven 
transzellulären Weg transportiert und mit steigenden Konzentrationen über den 
parazellulären Weg, sodass eine Kurvenfunktion für die gesamte Resorption entsteht 
[Konrad und Weber, 2003; Schlingmann et al., 2004]. Die Aufnahme von Magnesium 
und Kalzium scheint auf getrenntem Wege zu erfolgen [Karbach und Feldmeier, 1991]. 
Die aktive transzelluläre Magnesiumresorption aus dem Darmlumen erfolgt apikal über 
TRPM6-Kanäle in die Epithelzelle [Voets et al., 2004]. Der basolaterale Schritt ist 
unbekannt. Möglicherweise erfolgt basolateral der Magnesiumausstrom im Austausch 
mit Natrium in einem sekundär aktiven Prozess.  
Bei Mangelzuständen können die intestinale Aufnahme und ebenso die Rückresorption 
aus dem Primärharn der Niere kompensatorisch gesteigert werden. Diese 
Transportprozesse werden metabolisch und hormonell reguliert [Kerstan und Quamme, 
2002; Quamme und de Rouffignac, 2000]. Die Kontrolle der Magnesiumhomöostase 
und Aufrechterhaltung der Magnesiumkonzentration im Serum obliegt aber im Prinzip 
den Nephronen der Niere. Die Kompensationsfähigkeit der Niere reicht von kompletter 
Magnesiumkonservierung ohne Magnesiumausscheidung im Urin bei Magnesium-
mangel bis zu nahezu kompletter Ausscheidung des filtrierten Magnesiums bei 
Magnesiumüberschuss. 
Unter normalen Bedingungen werden etwa 80% des Plasmamagnesiums im 
Glomerulum filtriert [Le Grimellec et al., 1973]. Davon werden wieder mehr als 95% 
entlang des Nephrons rückresorbiert. Im proximalen Tubulus werden nur etwa 15-20% 
Magnesium reabsorbiert, während Kalzium und Natrium hier zu etwa 65-75% bereits 
reabsorbiert werden [Quamme u. de Rouffignac, 2000]. Die geringe Reabsorptionsrate 
für Magnesium im proximalen Tubulus ist einzigartig für den renalen Ionentransport. 
Alle anderen bisher untersuchten Ionen werden zu einem weit größeren Teil bereits in 
diesem Segment reabsorbiert. Allerdings werden beim Neugeborenen bis zu 70% des 
filtrierten Magnesiums im proximalen Tubulus reabsorbiert, ähnlich wie bei Natrium 
und Kalzium. Die Permeabilität des proximalen Tubulus ändert sich also im Verlauf der 
Entwicklung mit einer reduzierten Aufnahme im Erwachsenenalter [Leliévre-Pegorier et 
al. 1983]. Der Grund für die erhöhte Magnesiumaufnahme im unreifen Nephron scheint 
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in der mangelnden Reifung der parazellulären Barriere zu liegen, sodass große Mengen 
von Magnesium mit Natrium, Kalzium und Wasser über den parazellulären Weg 
mitgerissen werden.  
Der Magnesiumtransport scheint im proximalen Tubulus überwiegend passiver Natur 
und ohne ein Sättigungsmaximum zu sein, abhängig von der Natrium- bzw. Wasser- 
Reabsorption und der luminalen Magnesiumkonzentration [de Rouffignac und 
Quamme, 1994]. Die Mechanismen der Magnesiumreabsorption im proximalen 
Tubulus sind noch unbekannt, aber die Aufnahme scheint transzellulär zu sein 
[Quamme, 1997]. 
Im dicken aufsteigenden Teil der Henle-Schleife wird der größte Teil des Ultrafiltrates 
reabsorbiert. Während im medullären dicken aufsteigenden Teil der Henle-Schleife 
(mTAL) keine Reabsorption von Magnesium stattfindet, wird der Hauptanteil mit etwa 
70% des Ultrafiltrates im kortikalen dicken aufsteigenden Teil der Henle-Schleife 
(cTAL) reabsorbiert [Mandon et al., 1993]. Im Tiermodell wurde gezeigt, dass in 
diesem Teil die Reabsorption parazellulär und passiv ist [Shareghi und Agus, 1982; di 
Stefano et al., 1993; de Rouffignac und Quamme, 1994], einem luminal positiven 
elektrochemischem transepithelialen Gradienten folgend. Die lumenpositive 
Potenzialdifferenz in der Henle-Schleife wird bestimmt durch den Na+/K+/2Cl—
Kotransporter und die aktive Natriumrückresorption. Störungen dieser transzellulären 
Salzreabsorption verändern demnach die transepitheliale Potenzialdifferenz und damit 
indirekt die parazelluläre Rückresorption von Magnesium (und auch Kalzium). Eine 
andere Möglichkeit, die Magnesiumreabsorption zu beeinflussen, liegt in der Änderung 
der parazellulären Permeabilität. Dies würde eine Änderung elektrostatischer Ladungen 
von Proteinen, die am Aufbau des parazellulären Weges beteiligt sind, bedeuten 
[Quamme und de Rouffignac, 2000]. Im Bereich der Henle-Schleife ist Claudin-16 
maßgeblich an dem Aufbau von Tight Junctions beteiligt und erscheint verantwortlich 
für die parazelluläre Reabsorption von Magnesium und Kalzium im cTAL [Simon et al., 
1999]. Abbildung 1.6 A zeigt schematisch die Reabsorptionsprozesse in einer TAL-
Zelle.  
Von den etwa 5-10% des Ultrafiltrates, die die weiter distal der Henle-Schleife 
gelegenen Segmente erreichen, werden 70-80% im distalen Konvolut reabsorbiert. Es 
gibt keine Hinweise auf eine nennenswerte Reabsorption nach dem distalen 
gewundenen Tubulus (DCT), sodass dieser wichtig für die endgültige Ausscheidung 
von Magnesium im Urin ist [Quamme und de Rouffignac, 2000]. Die 
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Magnesiumreabsorption im DCT ist transzellulär und aktiv [Dai et al., 2001]. Die 
Magnesiumaufnahme in die DCT-Zelle ist spezifisch und wird nicht mit Kalzium geteilt 
[Quamme, 1997]. Die postulierten Magnesiumtransportprozesse im DCT ähneln aber 
denen von Kalzium. Für die luminale Kalziumaufnahme sind Dihydropyridin sensitive 
Ca2+-Kanäle beschrieben, die durch Hyperpolarisation aktiviert werden [Hoenderop et 
al., 1999]. Die Magnesiumaufnahme über die apikale Membran in die DCT-Zelle 
erfolgt passiv und durch spezifische und regulierte Magnesiumkanäle entlang des 
negativen transmembranen elektrischen Potentials [Dai et al., 2001]. Der apikale 
Magnesiumkanal ist das erst kürzlich charakterisierte TRPM6. TRPM6 kodiert für ein 
neues Mitglied der „transient receptor potential (melastatin)“-(TRP)-Familie für 
Kationenkanäle [Schlingmann et al., 2002; Walder et al., 2002] und ist der ursächliche 
genetische Defekt bei Patienten mit Hypomagnesiämie mit sekundärer Hypokalziämie 
(HSH). Das TRPM6-Protein ist sehr homolog zum TRPM7-Protein, welches als ein 
Kalzium und Magnesium durchlässiger Kanal charakterisiert wurde [Nadler et al., 
2001]. TRPM6 wird im Gastrointestinaltrakt exprimiert und in der Niere ausschließlich 
in DCT-Zellen [Voets et al., 2004]. Die Aufnahme in die DCT-Zelle könnte der 
limitierende Schritt sein und damit die Stelle, an der Regulationsmechanismen greifen. 
An der basolateralen Membran muss Magnesium ins Interstitium entgegen einem 
elektrochemischen Konzentrationsgradienten ausgeschleust werden. Der Mechanismus 
dieses Vorganges ist parallel zum Gastrointestinaltrakt noch unbekannt. Möglicherweise 
erfolgt der Magnesiumausstrom durch einen natriumabhängigen Austausch [Quamme, 



















































Abbildung 1.6 A Magnesiumreabsorption im dicken aufsteigenden Teil der Henle-Schleife (TAL). Die parazelluläre 
Reabsorption von Magnesium und Kalzium folgt der lumenpositiven transzellulären Spannung. Diese wird durch die 
aktive transzelluläre Reabsorption von NaCl generiert. NaCl wird apikal über den Na+/K+/2Cl--Kotransporter Typ 2 
(NKCC2) in die Zelle aufgenommen. Na+ verlässt die Zelle basolateral über die Na+/K+-ATPase und Cl- über den 
Chlorid-Kanal (ClC-Kb), während K+ wieder zurück ins Lumen über den Kalium-Kanal (ROMK) recycelt wird. CaSR 
inhibiert diesen Prozess und verhindert so die parazelluläre Reabsorption von Magnesium und Kalzium.  
B Magnesiumreabsorption im distalen gewundenen Tubulus (DCT). Hier wird Magnesium aktiv über den 
transzellulären Weg reabsorbiert. Der apikale Schritt in die Zelle hinein erfolgt über Magnesiumionenkanäle 
(TRPM6). Basolateral könnte der Ausstrom von Magnesium durch einen Natrium-gekoppelten 
Austauschmechanismus vermittelt werden. Die molekulare Grundlage des basolateralen Austausches ist unbekannt. 
[Konrad und Weber, 2003]. In der basolateralen Membran findet sich pro-EGF, welcher durch extrazelluläre 
Proteasen in EGF (epithelial growth factor) gespalten wird. EGF bindet an den EGF-Rezeptor (EGFR) und aktiviert 
so TRPM6 [Alexander et al., 2008]. 
 
 
Nur etwa 5% des filtrierten Magnesiums werden renal ausgeschieden. Es gibt keinerlei 
Hinweise auf eine signifikante Sekretion von Magnesium, sodass die Regulation der 
Magnesiumausscheidung und damit der Magnesiumhomöostase alleine über die 
Reabsorptionsrate stattfindet. Abbildung 1.7 zeigt schematisch die segmentalen 


















Abbildung 1.7  Die segmentalen Magnesiumtransportvorgänge entlang des Nephron. 
 
  
1.5  Hypomagnesiämie im klinischen Alltag  
 
1.5.1  Ursachen einer  Hypomagnesiämie 
Erbliche Störungen der Magnesiumhomöostase stellen nur einen kleinen Teil der 
Ursachen eines Magnesiummangels dar. Nichterbliche Ursachen können primäre 
Ernährungsstörungen wie z. B. inadäquate Magnesiumaufnahme oder eine total 
parenterale Ernährung sein. Weiterhin gibt es gastrointestinale Störungen wie 
verschiedene Malabsorptions-Syndrome (z.B. intestinale Lymphome, Morbus Whipple, 
Zöliakie, Darmfisteln, chronische Pankreasinsuffizienz, Kurzdarmsyndrom, 
biliodigestive Anastomosen). Intestinaler Magnesiumverlust kann auch bei chronischer 
Diarrhoe oder Pankreatitis auftreten. Auch endokrine Störungen (z.B. wie 
Hyperparathyreodismus, Hypoparathyreodismus, Hyperthyreose, primärer 
Hyperaldosteronismus, diabetische Ketoazidose, alkoholische Ketoazidose) führen zu 
Magnesiummangel. Ebenso kann über eine zelluläre Umverteilung wie bei „Hungry 
bone Syndrom“ nach Parathyreodektomie oder bei chronischem Alkoholismus ein 
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Magnesiummangel entstehen. Renale Magnesiumverluste können bei Gabe 
verschiedener Medikamente (z.B. Diuretika, Cisplatin, Aminoglygoside, Calcineurin-
Inhibitoren, Amphotericin B, Capreomycin, Viomycin,  Pentamidin, 
Theophyllintoxizität oder bei der Therapie mit Coloniestimulierenden Faktoren) 
entstehen. Auch bei Ethanol-Vergiftungen oder in der Erholungsphase nach akuter 
tubulärer Nekrose kann Magnesiummangel auftreten. 
 
1.5.2  Symptome einer Hypomagnesiämie 
Die Diagnose eines Magnesiummangels ist nicht einfach. Oft sind Patienten 
asymptomatisch oder die Symptome sind unspezifisch und/oder kompliziert durch 
andere Elektrolytverschiebungen, besonders Kalium oder Kalzium. Magnesiummangel 
ist z.B. häufig mit Kaliummangel verbunden, da Ursachen wie Diuretika oder Diarrhoe 
einen Mangel von beidem verursachen. Bei einer leichten Hypomagnesiämie 
(<0,65 mmol/l) treten selten Symptome auf. Erst bei Werten kleiner <0,50 mmol/l 
zeigen sich erste Symptome wie Übelkeit und Erbrechen, Bauchschmerzen, Lethargie 
und Schwäche. Bei schwerem Magnesiummangel bestehen Zeichen der erhöhten 
neuromuskulären Erregbarkeit wie Tremor, Muskelkrämpfe, Tetanien und generalisierte 
Krämpfe, Aufmerksamkeitsstörungen oder auch Verwirrtheit. Kardiale Manifestationen 
sind Vorhof- oder Kammertachykardien, vorzeitige Kontraktionen, ein verlängertes QT-
Intervall und Torsade-de-Pointes-Tachykardien. 
 
1.5.3  Diagnostische Schwierigkeiten eines Magnesiummangels 
Während andere Elektrolyte wie Kalium, Natrium, Kalzium, Chlorid häufig bereits 
routinemäßig im Blut bestimmt werden, wird Magnesium nur bei bestimmten 
Fragestellungen angefordert. Wie oben bereits diskutiert, macht die rein klinische 
Diagnose einer Hypomagnesiämie Schwierigkeiten. Zudem entwickelt sich eine 
Hypomagnesiämie erst spät bei Magnesiummangel und intrazellulär verarmen die 
Zellen trotz normalen Serummagnesiumwerten.  
Da Magnesium ein intrazelluläres Ion ist, repräsentiert das Serummagnesium den 
Körpermagnesiumgehalt nur unzureichend [Elin et al., 1994]. Es gibt bisher immer 
noch keine validen Methoden zur Bestimmung des Körper- bzw. Gewebemagnesiums, 
sodass subklinische Formen eines Magnesiummangels oft unerkannt bleiben. Eine gute 
Alternative zur Magnesiumbestimmung im Serum gibt es aber nicht. Normalwerte sind 
für Serummagnesium immer wieder diskutiert worden, ein anerkannter 
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Referenzwertbereich liegt bei 0.70–1.10 mmol/l. Der Serummagnesiumspiegel ist 
altersabhängig, und es ergeben sich unterschiedliche Referenzbereiche für Kinder und 
Erwachsene [Geven et al., 1993; Rodriguez-Soriano et al., 1987] 
Die Messung des ionisierten Serum- oder des intrazellulären Magnesium (z.B. in 
Blutzellen) zur Evaluation des Magnesiumstatus hat sich nicht als Vorteil erwiesen. Die 
Ergebnisse korrelierten nicht gut mit den Ergebnissen des Magnesiumbelastungstestes. 
MRT-Untersuchungen sind zwar eine neue Methode für nicht-invasive Messung von 
Körpermagnesium, aber nicht praktikabel zur Routinemessung.  
Die Niere reagiert sensibel auf einen Magnesiumangel, sodass die 
Magnesiumausscheidung im Urin sich für die Bestimmung des Körpermagnesiums 
eignet. Zudem kann bei unklarer Hypomagnesiämie zwischen renalen und extrarenalen 
Verlusten unterschieden werden. Im Rahmen eines Magnesiummangels liegt die 
Magnesiumausscheidung in 24 Stunden unter 1 mmol [Sutton, 1993]. Nur bedingt 
geeignet aufgrund von intra- und interindividueller Variabilität sind 
Magnesium/Kreatinin-Quotienten und die fraktionierte Magnesiumausscheidung zur 
Diagnose eines Magnesiummangels [Elisaf, 1997]. 
Der Goldstandard zur Bestimmung des Körpermagnesium bleibt nach wie vor der 
parenterale Magnesiumbelastungstest (magnesium loading test = MLT) mit 
eingeschränkter Aussagefähigkeit bei Niereninsuffizienz [Elin, 1994]. Mit der Formel 
1–(Mg2+ im 24 Stunden Urin Mg2+ Testdosis)×100 kann die Retention der intravenösen 
Magnesiumladung abgeschätzt werden. Zur Testdurchführung gibt man 1 mmol 
elementares Magnesium pro kg Körpergewicht über 4 Stunden intravenös und bestimmt 
die Magnesiumausscheidung im 24 Stunden Sammelurin [Ryzen et al., 1985]. Ein 
Magnesiummangel liegt vor bei Ausscheidung von weniger als 70% des infundierten 
Magnesiums. Neben der Bedeutung in der Erkennung eines Magnesiummangels bei 
Patienten mit normalem Serummagnesium und mit normalem renalen 
Magnesiumstoffwechsel erlaubt der parenterale MLT eine Unterscheidung zwischen 
renalem und extrarenalem Magnesiumverlust bei Patienten mit angeborenen Formen 
eines Magnesiumverlustes.  
 
1.5.4  Therapie eines Magnesiummangels 
Ein Problem in der Therapie eines Magnesiummangels stellen die Nebenwirkungen 
(schwere Diarrhoen) unter oraler Substitution dar, sodass häufig eine Normalisierung 
des Serummagnesiums nicht erreicht wird. Primäres Ziel ist aber nicht die 
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Normalisierung des Magnesiumspiegels, sondern die Kontrolle der Symptome. Es gibt 
verschiedene Magnesiumsalze, die sich in ihrer Löslichkeit, intestinalen Resorption und 
den Nebenwirkungen unterscheiden. Magnesiumzitrat oder –aspartat eignen sich besser 
zur oralen Therapie und haben weniger abführende Wirkungen [Ranade und Somberg, 
2001]. Neben der oralen ist eine intravenöse oder eine intramuskuläre Therapie 
möglich, wobei intramuskuläre Injektionen schmerzhaft sind. Bei kleinen Kindern kann 
über eine nächtliche nasogastrale Dauerinfusion Magnesium zugeführt werden. Bei 
einer schweren symptomatischen Hypomagnesiämie mit zentralnervösen Symptomen 
erfolgt die Substitution intravenös [Agus, 1999], wobei Vorsicht bei Niereninsuffizienz 
geboten ist. Wichtig ist dabei die Kontrolle von Blutdruck, Herzfrequenz, Atmung und 
Serummagnesium. Als Antidot kann Kalziumgluconat (intravenös) gegeben werden.  
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1.6  Fragestellung 
 
Ziel der Arbeit war die klinische Charakterisierung der Patienten mit FHHNC sowie die 
Identifizierung der Mutationen im CLDN16-Gen. Durch Gegenüberstellung von 
Phänotyp und Genotyp sollte eine Korrelation zwischen bestimmten Genmutationen 
und ihrem klinischen Verlauf überprüft werden. 
Mit einer Familienuntersuchung wurde der Frage nach symptomatischen heterozygoten 
Merkmalsträgern nachgegangen. 
 
Folgende Fragen sollten beantwortet werden: 
 
1. Wie und wann manifestiert sich die Erkrankung? Welche Symptome und 
laborchemischen Veränderungen zeigen die Betroffenen bei Diagnosestellung? 
Wie sieht der klinische Verlauf aus und wie entwickelt sich die Nierenfunktion 
im Verlauf der Erkrankung?  
 
2. Korrelieren Symptome und klinischer Verlauf mit bestimmten Genmutationen? 
Zeigen bestimmte Mutationen einen prognostisch ungünstigen Verlauf mit z.B. 
frühzeitigem Erreichen einer Dialysepflichtigkeit? Lassen sich damit 
Rückschlüsse auf für die Funktion des Genproduktes besonders wichtige Stellen 
im Proteinaufbau treffen? Kann so das Verständnis für Funktion und Aufbau 
von Molekülen, die an der Regulation des parazellulären Transportes beteiligt 
sind, vertieft werden? 
 
3. Zeigen heterozygote Merkmalsträger im Vergleich zu einem Kontrollkollektiv 
laborchemische Veränderungen und werden diese vermehrt symptomatisch mit 
z.B. einer Nephrolithiasis?  
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2  Material und Methoden 
 
2.1  Patienten und Familien 
 
Das Patientenkollektiv der vorliegenden Arbeit umfasst 25 Familien unterschiedlicher 
ethnischer Herkunft mit 33 betroffenen Individuen, die in 12 verschiedenen 
europäischen Zentren betreut werden. Das Kollektiv entstand im Rahmen der 
Kollaboration der Universitäts-Kinderklinik Marburg mit anderen europäischen 
medizinischen Zentren zur Untersuchung der genetischen Grundlagen der FHHNC.  
Die diagnostischen Kriterien aller in die Studie einbezogenen Patienten gründeten auf 
folgendem klinischen Symptomenkomplex: Hypomagnesiämie, Hyperkalziurie, 
bilaterale Nephrokalzinose und das Fehlen von hypokaliämischer metabolischer 
Alkalose. Eine Hypomagnesiämie wurde definiert bei wiederholtem 
Serummagnesiumspiegel <0,65 mmol/l (Grenzwert für Kinder ab 6 Monaten) [Geven et 
al., 1993]. Um eine Hyperkalziurie diagnostisch zu sichern, wurden entweder die 
Kalziumausscheidung im Urin in Milligramm pro Kilogramm Körpergewicht im 24-
Stunden-Sammelurin oder die Kalzium/Kreatinin-Quotienten im Urin bestimmt. Eine 
Hyperkalziurie wurde bei einer Kalziumausscheidung im 24-Stunden-Sammelurin 
>4 mg/kg bei Kindern älter als 2 Jahre festgelegt [Moxey-Mims u. Stapleton, 1993]. Die 
für diese Studie geforderten altersabhängigen oberen Grenzwerte für 
Kalzium/Kreatinin- bzw. Magnesium/Kreatinin-Quotienten basierten auf der Evaluation 
von Matos et al. [Matos et al., 1997] und Geven et al. [Geven et al., 1993]. 
  
Die bereits genetisch charakterisierten Patienten dienten als Grundlage der vorliegenden 
Arbeit zur Phänotypisierung der Patienten und zur Evaluierung einer eventuellen 
Genotyp-Phänotyp-Korrelation. Die erhobenen Familiendaten wurden zur 
Charakterisierung von heterozygoten Merkmalsträgern herangezogen, nachdem eine 
genetische Charakterisierung erfolgt war.  
 
Von allen Patienten und den untersuchten Familienangehörigen wurde vor Beginn der 
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2.1.1  Phänotypisierung der Patienten 
Um die Phänotyp-Genotyp-Korrelation zu evaluieren, sollten genetische Daten mit 
spezifischen klinischen Aspekten ergänzt werden. Zur weiteren Phänotypisierung der 
Patienten und der Familienuntersuchung diente ein standardisierter und detaillierter 
Fragebogen, der Krankengeschichte, Familienanamnese, Laboruntersuchungen und 
klinische Aspekte erfragt (siehe Originalfragebogen im Anhang). 
Der Fragebogen gliedert sich in vier Abschnitte. Der erste Abschnitt umfasst allgemeine 
Informationen (Geschlecht des Patienten, Konsanguinität und ethnische Herkunft der 
Familie). In Abschnitt 2 werden zur Evaluation der Kardinalsymptome der Erkrankung 
umfassende Laboruntersuchungen und klinische Daten der Patienten ermittelt. Im 
Besonderen interessierten die nachfolgend aufgeführten Parameter: 
 
1) klinischer Symptomenkomplex aus Hypomagnesiämie, Hypermagnesiurie, 
Hyperkalziurie, Nephrokalzinose und aktuelle Nierenfunktion 
2) Laboruntersuchungen im Serum: Magnesium, Kalzium, Kalium 
3) Laboruntersuchungen im Urin: Magnesium- und Kalziumausscheidung 
(vorzugsweise in Kreatinin-Quotienten) 
4) Säure-Basen-Haushalt in Relation zur Nierenfunktion zum Zeitpunkt der Messung 




9) Ansäuerungsfähigkeit der Nieren: Durchführung eines Säurebelastungstests; 
Vorliegen einer inkompletten distal-renal-tubulären Azidose 
10) Hypozitraturie 
11) Muskeltetanien 






- andere Augenmanifestationen 
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15) Hyperparathyreodismus; Angabe des PTH-Wertes und der Nierenfunktion zum 
Zeitpunkt der Messung 
16) Hyperurikämie 
17) zusätzliche Angaben zu Hormonen wie Renin und Aldosteron im Serum, zu 
Vitamin D Metaboliten und Prostaglandinen im Urin 
18) Resultate von eventuell erfolgten Nierenbiopsien  
19) weitere zuvor nicht erwähnte Symptome 
Zu allen Punkten soll das Datum der Messung/Diagnosestellung/Symptombeginn in 
Klammern angeführt werden. 
 
Abschnitt 3 umfasst detaillierte Informationen zur Funktionsfähigkeit der Nieren. Ein 
Teil A erfragt, inwiefern schon eine Reduktion der renalen glomerulären Filtrationsrate 
(GFR) eingetreten ist: Beginn von chronischer Niereninsuffizienz, Dialyse oder 
Transplantation sollen dokumentiert werden. Um einen Verlauf der Nierenfunktion über 
den Zeitraum der Beobachtung zu erhalten, wird im Teil B die Kreatinin-Clearance in 
ml/min/1,73 m2 in Bezug zum Alter der Patienten in einem Diagramm erfasst. 
Alternativ zur Kreatinin-Clearance kann auch der Serum-Kreatininwert und die 
Körpergröße der Patienten in das Diagramm eingetragen werden, sodass daraus mit der 
Formel von Schwartz et al. [Schwartz et al., 1987] eine Annährung an die Kreatinin-
Clearance errechnet werden kann. 
 
Frühe Patientendaten wurden aus medizinischen Patientenakten gesammelt und von den 
verantwortlichen Pädiatern in dem zuvor beschriebenen Fragebogen und/oder 
persönlich bestätigt. In einigen Fällen konnten durch persönliche Kontaktaufnahme mit 
Patienten Daten zur Vorgeschichte der Erkrankung und Familienanamnese erhoben 
werden. Aktuelle Daten, die die Nierenfunktion und die Ergebnisse der 
Familienuntersuchung betreffen, stellten ebenfalls die jeweilig verantwortlichen 
pädiatrischen Zentren zur Verfügung. 
Die Laboruntersuchungen im Serum und Urin wurden mit Standardtechniken analysiert. 
Die GFR wurde bei 30 Patienten aus Serum-Kreatinin und Körpergröße mit der Formel 
von Schwartz et al. [Schwartz et al., 1987] berechnet und in ihrem Verlauf 
dokumentiert. Eine chronische Niereninsuffizienz wurde bei einer GFR von 
<60 ml/min/1,73 m2 definiert. 
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Festgehalten wurden Manifestationsalter der Erkrankung und die initiale klinische 
Präsentation in Form von Manifestationssymptomen. Das Auftreten und Fortbestehen 
von klinischen und biochemischen Befunden, die für die FHHNC-Erkrankung typisch 
sind, wurden dokumentiert (Polydipsie und Polyurie, Harnwegsinfekte, Nierensteine, 
extrarenale Manifestationen). Befunde von bildgebenden Verfahren wie 
Nierensonographie, Röntgen- und CT-Aufnahmen sowie die Ergebnisse von erfolgten 
Nierenbiopsien wurden beschrieben. 
 
2.1.2  Familienuntersuchung  
Zur Untersuchung der Familienmitglieder wurde dem Fragebogen ein Abschnitt 4 
beigefügt, der im Teil A anamnestisch folgende Parameter erfasst: 
1) bekannte Hyperkalziurie und/oder  
2) Nierensteinleiden in der (auch weiter entfernten) Familie 
3) positive Familienanamnese für häufige Harnwegsinfekte und/oder 
4) Markschwammniere (MSK) 
5) andere stattgehabte und/oder chronische Nierenerkrankungen 
 
Teil B befasst sich mit der Untersuchung erstgradiger Verwandter zur Abklärung einer 
Hyperkalziurie und/oder Nephrokalzinose zur Evaluation von Symptomen in 
heterozygoten CLDN16-Mutationsträgern. Zur Detektion einer Nephrokalzinose soll 
eine Nierensonographie von den jeweils verantwortlichen medizinischen Zentren 
veranlasst und das entsprechende Ergebnis dokumentiert werden. Die 
Kalziumausscheidung im Urin wird durch die jeweiligen Kalzium-Kreatinin-Quotienten 
im Urin erfasst und eine Hyperkalziurie bei Erwachsenen als Kalzium-Kreatinin-
Quotient im Urin >0,6 mmol/mmol definiert (mind. zweimal). 
Im Teil C sollen minimales Serum-Magnesium, Kreatinin-Clearance (respektive Serum-
Kreatinin und Körpergröße zur Annäherung der GFR nach der Formel von Schwartz et 
al. [Schwartz et al., 1987]) und Magnesium-Ausscheidung im Urin (ausgedrückt in 
Magnesium-Kreatinin-Quotienten) notiert werden. 
Die für die Familienuntersuchung geforderten altersabhängigen oberen Grenzwerte für 
Kalzium-Kreatinin- bzw. Magnesium-Kreatinin-Quotienten basierten ebenso auf der 
Evaluation von Matos et al. [Matos et al., 1997] und Geven et al. [Geven et al., 1993]. 
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Zunächst wurden alle erstgradig Verwandten der Patienten, d.h. Eltern und Geschwister, 
in die Studie einbezogen. In einem zweiten Schritt folgten weiter entfernt Verwandte, 
soweit sie für die klinischen Untersuchungen zur Verfügung standen. 
 
Die Familienuntersuchung schloss eine genetische Charakterisierung des für die 
FHHNC-Erkrankung verantwortlichen CLDN16-Genabschnitts mit ein. Ein Screening 
auf CLDN16-Mutationen erfolgte mit SSCP (single-strand conformation 
polymorphism) Analyse. Um mittels PCR die kodierende CLDN16-Sequenz (Exon 1-5) 
aus genomischer DNA zu amplifizieren, wurden überlappende Primer verwendet. 
Amplifizierte Genprodukte wurden mittels Polyacrylamidgelelektrophorese getrennt. 
Exone mit Konformations-Veränderungen wurden direkt sequenziert. 
Als Kontrollgruppe für die Mutationsanalysen diente ein Kollektiv von 50 gesunden 
Personen (entsprechend 100 Chromosomen), das zur Interpretation der im folgenden 
Text beschriebenen Methoden herangezogen wurde. 
 
Vorgehensweise der genetischen Untersuchung: 
Für molekulargenetische Analysen wurde von den Familienangehörigen aus Vollblut 
DNA extrahiert, damit das CLDN16-Gen auf Mutationen untersucht werden konnte. 
Die kodierende Region und die Intron-Exon Grenzen wurden auf Varianten in der 
Basenabfolge überprüft und die Varianten sequenziert.  
Zur Untersuchung der CLDN16-Gensequenz wurden zunächst die einzelnen Exone 1 
bis 5 mit jeweils überlappenden Primerpaaren mittels PCR amplifiziert und 
anschließend mittels SSCP-Analyse auf Auffälligkeiten in der DNA-Struktur 
untersucht. Exon 1 wurde in drei Abschnitte unterteilt und mit jeweils überlappenden 
Primerpaaren mittels PCR amplifiziert. SSCP-Analysen wurden bei zwei verschiedenen 
Temperaturen (15°C und 4°C) durchgeführt. Da die SSCP-Methode bezüglich der 
Beurteilung eines aberranten Musters ein eher unspezifisches Verfahren darstellt, 
folgten allen auffälligen SSCP-Analysen eine DNA-Sequenzierung, um so festzustellen, 
ob eine wirksame Mutation vorliegt. Eine schematische Übersicht über die 
Vorgehensweise zeigt Abbildung 2.1.  














2.2.0 Allgemeine Materialien 
1. Geräte und Hilfsmittel: 
Liste der allgemein verwendeten Hilfsmittel und Geräte, auf die im weiteren Text nicht 
mehr gesondert verwiesen wird: 
• Kühlzentrifuge Biofuge fresco (Fa. Heraeus, Osterode) 
• Kühlzentrifuge Varifuge 3.0 RS (Fa. Heraeus, Osterode) 
• Tischzentrifuge (Fa. Qualitron, Korea) 
• Vakuumzentrifuge DNAplus (Fa. Heto, Allerød/Dänemark) 
• Power Supply-EPS 200 (Fa. Pharmacia Biotech, Uppsala/Schweden) 
• Power Supply-EPS 600 (Fa. Pharmacia Biotech, Uppsala/Schweden) 
• Analysenwaage Modell 510 (Fa. Kern, Albstadt) 
• Feinwaage Modell R180D (Fa. Sartorius, Göttingen) 
• Milli-Q-Water System (Fa. Millipore, Eschborn) 
• Vortex Laborrührer VF2 (Fa. Janke&Kunkel, IKA Labortechnik, Staufen) 
• Überkopfdreher Modell REAX2 (Fa. Heidolph, Kelheim) 
• pH–Meter Delta 340 (Fa. Mettler, Halstead/England) 
• Magnetrührer MR 3001 K (Fa. Heidolph, Kehlheim) 
• Mikrowellenofen Modell R-7180 (Fa. Sharp, England) 
• Dampfsterilisator HAST 400L (Fa. Zirbus, Bad Grund) 
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• Fotodokumentationssystem Bio-Print V.96 (Fa. Vilber Lourmat, 
Marne/Frankreich) 
• UV-Flächenstrahler TFX (Fa. Vilber Lourmat, Marne/Frankreich) 
• Plattformschwenker (Eigenbau der Werkstatt der Universität marburg) 
• Pipetten und Spitzen (Fa. Eppendorf, Hamburg und Fa. Abimed, Düsseldorf) 
• Pasteurpipetten (Fa. Brand, Wertheim) 
• Röhrchen und Tubes (Fa. Eppendorf, Hamburg und Fa. Greiner, Nürtingen) 
• Spritzen (Fa. Becton Dickinson, Dublin/Irland) 
2. Chemikalien und Reagenzien: 
Die aufgeführten Chemikalien entsprechen alle dem Reinheitsgrad p.A. 
• Borsäure Kat. Nr. M202.11 (Fa. GATC, Konstanz) 
• Bromphenolblau Na-Salz Kat. Nr. A512.1 (Fa. Roth, Karlsruhe) 
• DEPC Kat. Nr. D-5758 (Fa. Sigma, Deisenhofen) 
• Essigsäure 100% Kat. Nr. 1.00063 Fa. Merck, Darmstadt) 
• Ethidiumbromid Kat. Nr. 1.11615 (Fa. Merck, Darmstadt) 
• Ficoll 400 Kat. Nr. F-4375 (Fa. Sigma, Deisenhofen) 
• Na-EDTA Kat. Nr. 03677 (Fa. Fluka Biochemika, Neu-Ulm) 
• Natriumhydroxid Kat. Nr. 0402 (Fa. Mallinckrodt Baker, Deventer/Holland) 
• Tris Kat. Nr. 17-1321-01 (Fa. Pharmacia Biotech, Uppsala/Schweden) 
• Xylencyanol Kat. Nr. A513.1 (Fa. Roth, Karlsruhe 
• 100 Base-Pair Ladder Kat. Nr. 27-4001-01 (Fa. Pharmacia Biotech, 
Uppsala/Schweden) 
• DEPC-H2O 
• 1 M Tris-HCl, pH 8,0 
• 0,5 M EDTA, pH 8,0 
• TE-Puffer, pH 8,0 
• TAE-Puffer, pH 8,0 
• TBE-Puffer 
• Loading buffer 
2.2.1 Materialien für DNA-Extraktion aus Vollblut 
1.  Geräte: 
• Spektral-Photometer GeneQuant II  Kat. Nr. 80-2105-98  (Fa. Amersham 
Pharmacia Biotech) 
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• Quarzglas-Küvette  Kat. Nr. 105.202.008-QS  (Fa. Hellma, Müllheim) 
2.  Chemikalien: 
• „Nucleon® blood and cell culture (BACC2) genomic extraction & purification 
kit“ Kat. Nr. RPN 8502  (Fa. Amersham Pharmacia Biotech) beinhaltet: 
- Reagenz A: 10 mM Tris-HCl 
   320 mM Saccarose  
   5 mM MgCl2
   1% Triton X-100 
   pH 8,0 mit 40% NaOH, autoklaviert 
- Reagenz B: 400 mM Tris-HCl 
   60 mM ETDA 
   150 mM NaCl 
   pH 8,0 mit 40% NaOH, autoklavier 
- 5 M Natrium Perchlorats 
- Nucleon® Resin Silica-Lösung 
• Ethanol absolut  Kat. Nr. 32205  (Fa. Riedel-de Haёn, Seelze) 
• Chloroform  Kat. Nr. 1.02445  (Fa. Merck, Darmstadt) 
2.2.2 Materialien für PCR 
1.  Geräte: 
• GeneAmp® PCR System 2400 (Fa. Perkin Elmer, Ueberlingen) 
• GeneAmp® PCR System 9600 (Fa. Perkin Elmer, Ueberlingen) 
• MikroAmp™ Reaction Tubes Kat. Nr. N801-0540 (Fa. Perkin Elmer, 
Ueberlingen) 
• MikroAmp™ Base Kat Nr. N801-5531 (Fa. Perkin Elmer, Ueberlingen) 
• MikroAmp™ Tray/Retrainer Assembly Kat. Nr. N801-5530 (Fa. Perkin Elmer, 
Ueberlingen) 
2.  Chemikalien: 
• Taq DNA Polymerase Kat. Nr. 27-0799 (Fa. Pharmacia Biotech, 
Uppsala/Schweden) 
• 10x Reaction Buffer Kat. Nr. 27-0799A (Fa. Pharmacia Biotech, 
Uppsala/Schweden) (500 mM KCl, 15 mM MgCL2, 100 mM Tris-HCl, pH 9,0) 
• Polymerizations Mix Kat. Nr. 27-20994-01 (Fa. Pharmacia Biotech, 
Uppsala/Schweden) (20mM dNTP) 
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• Oligonucleotid-Primer (Fa. Life Technologies, Eggenstein) 
• DEPC-H2O 
2.2.3 Materialien für Gelelektrophorese 
1. Geräte: 
• Elektrophoresekammer (Fa. MWG-Biotech) 
• Gießform 
2. Chemikalien: 
• Qualex-Gold-Agarose (Fa. AGS GmbH, Heidelberg) 
• Ethidiumbromid 
• TAE-Puffer 1x 
• 100 Base-pair Ladder-Lösung 
2.2.4 Materialien für SSCP 
1. Geräte: 
• Thermomixer Modell 5436 (Fa. Eppendorf, Hamburg) 
• Kühlgenerator Multi Temp® III Kat. Nr. 18-1102-78 (Fa. Pharmacia Biotech, 
Uppsala/Schweden) 
• ElektrophoresisUnit Multiphor® II Kat. Nr. 18-1018-06 (Fa. Pharmacia Biotech, 
Uppsala/Schweden) 
• GelPool Kat. Nr. 18-1031-58 (Fa. Pharmacia Biotech, Uppsala/Schweden) 
• PaperPool Kat. Nr. 18-1031-59 (Fa. Pharmacia Biotech, Uppsala/Schweden) 




• CleanGel DNA Analysis Kit Kat. Nr. 17-1198-06 (Fa. Pharmacia Biotech, 
Uppsala/Schweden) beinhaltet: 
 CleanGel 48S Sammelgel (T=5%, C=3%) 
  Trenngel (T=10%, C=2%) 
  48 Probenbrunnen 
  8 µl Ladungskapazität 
Größe: 250 x 110 x 0,5 mm (nach 
Rehydration) 
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  Gelrückseite aus Polyesterfilm 
 Gelpuffer pH 8,45 
  0,001% Bromphenolblau 
  0,001% Orange G 
 Elektrodenpuffer pH 7,9 
 Papierelektrodenstreifen 5,5 x 25,3 cm 
 Lagerung bei +4°C bis +8°C 
• Formamid Kat. Nr. 1.09684 (Fa. Merck, Darmstadt) 
• PlusOne™ DNA Silver Staining Kit Kat. Nr. 17-6000-30 (Fa. Pharmacia 
Biotech, Uppsala/Schweden) beinhaltet: 
 Fixierlösung, 5x Benzschwefelsäure 
  3,0% w/v in 24% v/v Ethanol 
 Silbernitratlösung, 5x Silbernitrat 1,0% w/v 
  Benzschwefelsäure 0,35% w/v 
 Natriumkarbonatlösung, 5x Natriumkarbonat 12,5 w/v 
 Formaldehyd; 37% Formaldehyd; 37% w/v in H2O 
 Natriumthiosulfat; 2% Natriumthiosulfat; 2% w/v in H2O 
 Stop- und Konservierungslösung, 5x Essigsäure 5% v/v 
  Natriumazetat 25% w/v 
  Glyzerol 50% v/v 
 Lagerung bei +10°C bis +30°C, Gebrauch bei +20°C bis +27°C, bei 
Temperaturen unter +20°C muss die Entwicklungsdauer auf 8-10 Minuten 
verlängert werden. 
2.2.5 Materialien für DNA-Sequenzierung 
1. Geräte: 
• Sequenzer ALF®express (Fa. Pharmacia Biotech, Uppsala/Schweden) 
• Elektrophorese-Set: Heizplatte (Standart), Glasplatte (Standart), Spacer (0,5 
mm), Kamm (0,5 mm) 
• AM V3.0 Software (Fa. Pharmacia Biotech, Uppsala/Schweden) 
• Microspin™ S-300 HR Columns Kat. Nr. 27-5130-01 (Fa. Pharmacia Biotech, 
Uppsala/Schweden) 
• Sterilfilter Kat. Nr. 16534 (Fa. Sartorius, Göttingen) 
2. Chemikalien: 
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• Ammoniumpersulfat Kat. Nr. A-3678 Fa. Sigma, Deisenhofen) 
• SequaGel-6™ Kat. Nr. 900610 (Fa. Biozym, Hess. Oldendorf) 
6% (w/v) Acrylamid/Bisacrylamid 19:1 
0,1 M tris-Borat 
2 mM EDTA, pH 8,3 
8,3 M Harnstoff 
TEMED 
• Thermo Sequenase fluorescent labelled primer cycle sequencing kit with 7-
deaza-dGTP Kat. Nr. RPN 2538 (Amersham Life science, Braunschweig) 
beinhaltet: 
 Reagenz A ddATP, Tris-HCL pH 9,5, Magnesiumchlorid, 
Tween™ 20, Nonidet™ P-40, 2-Merkaptoethanol, 
dATP, dCTP, dTTP, 7-deaza-dGTP, thermostabile 
Pyrophosphatase, Thermo Sequenase DNA 
Polymerase 
 Reagenz C ddCTP, Tris-HCL pH 9,5, Magnesiumchlorid, 
Tween™ 20, Nonidet™ P-40, 2-Merkaptoethanol, 
dATP, dCTP, dTTP, 7-deaza-dGTP, thermostabile 
Pyrophosphatase, Thermo Sequenase DNA 
Polymerase 
 Reagenz G ddGTP, Tris-HCL pH 9,5, Magnesiumchlorid, 
Tween™ 20, Nonidet™ P-40, 2-Merkaptoethanol, 
dATP, dCTP, dTTP, 7-deaza-dGTP, thermostabile 
Pyrophosphatase, Thermo Sequenase DNA 
Polymerase 
 Reagenz T ddTTP, Tris-HCL pH 9,5, Magnesiumchlorid, 
Tween™ 20, Nonidet™ P-40, 2-Merkaptoethanol, 
dATP, dCTP, dTTP, 7-deaza-dGTP, thermostabile 
Pyrophosphatase, Thermo Sequenase DNA 
Polymerase 
 Formamid loading dye Formamid, EDTA, Methylviolett 
• Oligonukleotid-Primer (Fa. Pharmacia Biotech, Uppsala/Schweden) 
• DEPC-H2O 
• TBE-Puffer 0,6x 
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2.3 Methoden 
 
2.3.1 DNA-Extraktion aus Vollblut 
Nukleinsäuren, insbesondere DNA, sind in der Zelle mit Proteinen assoziiert. Diese 
Nukleoproteinkomplexe können durch Behandlung mit konzentrierten Salzlösungen in 
ihre Bestandteile zerlegt werden, eine wichtige Methode zur Isolierung und Reinigung 
dieser Verbindungen. Durch Messung der UV-Absorption können Reinheit und 
Konzentration der Nukleinsäuren bestimmt werden. 
5-10 ml EDTA-Blut werden zur Präparation der Zellen benötigt. Um DNA-
Schädigungen zu minimieren, sollten bei 4°C aufbewahrte Blutproben innerhalb von 24 
Stunden verarbeitet oder bei –80°C tiefgefroren werden. Heparinisiertes oder Zitrat-Blut 
ist ebenfalls verwendbar. Heparin kann aber bei nachfolgenden Anwendungen stören, 
da es während der Extraktion DNA binden und ein Störfaktor bei PCR-Techniken sein 
kann.  
Zur Lysierung der Zellen wird das Blut in ein 50 ml Zentrifugenröhrchen überführt und 
mit 4 Volumenanteilen der Reagenz A versetzt. Das Gemisch wird für 4 Minuten im 
Überkopfdreher bei Raumtemperatur geschüttelt und danach für weitere 4 Minuten 
zentrifugiert bei 1300 g und 4°C. Der Überstand (Zytoplasma) wird vorsichtig 
dekantiert ohne das Pellet (Zellkerne) zu verlieren. Zum Resuspendieren des Pellets 
werden 2 ml der Reagenz B hinzugefügt und kurz geschüttelt. Reagenz B enthält 
Natrium-Dodecylsulfat (SDS) zur Denaturierung von Proteinmolekülen und gleicht 
Ladungen aus. Die Suspension wird nun in ein 5 ml Zentrifugenröhrchen transferiert. 
Zur Proteinentfernung fügt man 500 μl Natrium-Perchlorat hinzu und mischt, indem 
man das Röhrchen wenige Male von Hand umschwenkt. Die eigentliche Extraktion der 
DNA beginnt mit dem Zufügen von 2 ml Chloroform zur Proteindenaturierung, wobei 
nun unter dem Abzug gearbeitet wird. Zum Emulgieren der Phasen wird das Röhrchen 
erneut wenige Male per Hand umgeschwenkt. Nachfolgend werden 300 μl Nucleon® 
Resin Silica-Lösung zugegeben und, ohne die Phasen erneut zu mischen, zentrifugiert 
für mindestens 3 Minuten bei 1300 g und 4°C.  
Zur DNA-Präzipitation wird die oberste Phase (ungefähr 2,5 ml) vorsichtig in ein 
sauberes 50 ml Zentrifugenröhrchen überführt. Um Proteinkontamination zu 
minimieren, sollten Verunreinigung mit der Resin-Schicht bzw. mit der evtl. 
assoziierten weißen Proteinschicht vermieden werden. Hinzufügen von doppelten 
Volumenanteilen eiskalten Ethanol absolut und leichtes Invertieren des Röhrchens führt 
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zur DNA-Präzipitation als feines sichtbares weißes Fadenwerk. Die präzipitierte DNA 
kann an dieser Stelle mit einer hitzesterilisierten Pasteurpipette isoliert und direkt in 
einem 1,5 ml Eppendorfröhrchen in TE-Puffer gelöst werden. Entsprechend der 
gewonnenen DNA-Menge benötigt man 100-500 μl TE-Puffer. Respektive kann die 
DNA mit Ethanol 70% gewaschen werden. Dazu wird bei Höchstgeschwindigkeit 
(mindestens 4000 g) für 5 Minuten zentrifugiert und anschließend der Überstand 
abgekippt. Zum DNA-Pellet wird 2 ml kaltes Ethanol 70% hinzugefügt und einige Male 
invertiert, erneut zentrifugiert und der Überstand dekantiert. Dieser Schritt kann, falls 
notwendig, wiederholt werden. Die DNA wird für etwa 10 Minuten luftgetrocknet bis 
des Ethanol vollständig verdampft ist und anschließend in einer angemessenen Menge 
TE-Puffer gelöst. 
Nach vollständigem Lösen der DNA, am besten über Nacht durch Schwenken in einem 
Überkopfdreher, wird deren Konzentration mit Hilfe eines Spektralphotometers bei 
260 nm bestimmt. Die Stammlösung wird mit destilliertem Wasser 1:100 verdünnt. Als 
Referenzwert, d.h. eine Lösung, die außer der zu untersuchenden Doppelstrang-DNA 
alle anderen Komponenten enthält, dient destilliertes Wasser. Die Absorption [A] wird 
bei 260 nm bestimmt, da die heterozyklischen, stickstoffhaltigen Basen der 
Nukleinsäuren ein Absorptionsmaximum bei dieser Wellenlänge aufweisen. Hierbei 
entspricht eine Absorption [A260] von 1,0 bzw. 1 OD (optische Dichte Einheit) einer 
Konzentration von 50 μg/ml Doppelstrang-DNA. Zur Untersuchung möglicher 
Proteinkontamination der Probe wird zusätzlich die Absorption bei 280 nm [A280] 
gemessen, da Proteine bei dieser Wellenlänge ein Absorptionsmaximum aufweisen. Der 
gebildete Quotient A260/280 gibt somit Auskunft über den Reinheitsgrad der Probe und 
sollte bei einer sauberen DNA-Isolierung einen mittleren Wert von 1,8 besitzen. Die 
Genauigkeit der Messwerte lässt sich erhöhen, indem man 3 unabhängige Messungen 
vornimmt und den Mittelwert davon bildet. 
Aus der ursprünglichen Stammlösung wird eine Verdünnung mit DEPC-Wasser von der 
Konzentration 10 ng/μl DNA hergestellt, die bis zum Gebrauch bei –4°C verwahrt, 
während die Stammlösung bei –80°C tiefgefroren wird. 
 
2.3.2  Polymerase Kettenreaktion (PCR) 
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR englisch: polymerase chain reaction) erlaubt es, 
definierte DNA-Abschnitte eines bestimmten Ausgangsmaterials ohne Verwendung von 
Restriktionsenzymen, Vektoren und Wirtszellen in vitro mittels eines Systems von 
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aufeinander folgenden DNA-Synthesen zu vermehren (amplifizieren). Aus einer 
heterogenen Kollektion von DNA-Sequenzen kann man so selektiv eine bestimmte 
Ziel-DNA-Sequenz vermehren. Das Prinzip der PCR-Methode beruht auf der 
enzymatischen Vermehrung eines einzelnen DNA-Moleküls, das so in wenigen Stunden 
millionenfach angereichert werden kann und in genügender Menge für weitere 
Untersuchungen, z.B. Nachweis von Mutationen, zur Verfügung steht [White et al., 
1989]. Da bei der PCR-Technik bestimmte DNA-Polymerasen zur Anwendung 
kommen, nennt man das Verfahren Polymerase-Kettenreaktion.  
Die PCR-Methode basiert im Prinzip auf den Mechanismen der DNA-Replikation. 
Polymerasen wie die DNA-Polymerase I, die in Bakterienzellen die Reparatur von 
DNA-Schäden übernimmt, können aus freien Desoxynukleosidtriphosphaten einen 
DNA-Strang synthetisieren. Sie benötigen dazu einen DNA-Einzelstrang als Vorlage 
(Template), an den sie in 5’-Richtung einen komplementären zweiten Strang 
heransynthetisieren. Einzelsträngige DNA entsteht in vitro durch Hitzedenaturierung 
doppelsträngiger DNA. Da DNA-Polymerasen zur Synthese als Startpunkt 
doppelsträngige DNA benötigen, benutzt man als Startstelle für die 
Polymerisierungsreaktion einen Primer. Ein Primer ist ein kurzes einzelsträngiges 
DNA-Stück mit einem freien 3’-Hydroxylende, das mit dem Template einen zumindest 
kleinen doppelsträngigen Bereich bildet. Für die Konstruktion zweier Oligonukleotid-
Primer ist daher Voraussetzung, dass der zu amplifizierende DNA-Abschnitt zwischen 
zwei kleinen Regionen bekannter Sequenz liegt2. Als Primer verwendet man 
synthetisch herstellbare Oligonukleotide bestehend aus etwa 15-25 Nukleotiden, die 
durch Bindung an die komplementäre Basensequenz im Template den zu 
amplifizierenden DNA-Abschnitt flankieren. Die Sequenz der Olinucleotid-Primer wird 
entweder aus Puplikationen oder anhand der bekannten Gensequenz eigenständig oder 
mit Computersoftware entwickelt. Der Forward-Primer besteht aus einer antegraden 
DNA-Basensequenz des Forward-Stranges im 5’-Bereich des zu amplifizierenden 
DNA-Abschnittes, der Reverse-Primer aus einer retrograden des Reverse-Stranges im 
3’-Bereich. Da sehr hohe Temperaturen für die Denaturierung und Hybridisierung nötig 
sind, verwendet man thermostabile DNA-Polymerasen, damit nicht nach jedem 
Amplifikationsschritt eine neue Enzymprobe zum Reaktionsansatz gegeben werden, 
muss, wie es noch im ursprünglichen PCR-Protokoll üblich war [Mullis und Faloona, 
1987]. Diese Probleme wurden mit der Einführung der gereinigten thermostabilen Taq-
                                                 
2 Eine Vielzahl neuerer Methoden kommt aber auch mit weniger Vorinformation aus (PCR mit degenerierenden Oligonukleotiden). 
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Polymerase des thermophilen Bakteriums Thermus aquaticus [Chien et al., 1976] 
gelöst. Dieses Enzym ist auch bei Temperaturen von 95°C des Denaturierungsschrittes 
stabil und muss daher nicht jedem Zyklus erneut zugesetzt werden. Zwei Formen der 
Taq-DNA-Polymerase sind heute erhältlich: das gereinigte Enzyme von Thermus 
aquaticus und die gentechnisch hergestellte Form synthetisiert in Escherichia coli 
(AmpliTaq™). 
Die DNA-Vorlage wird zuerst in Gegenwart der beiden Primer sowie den vier 
Desoxynucleosidtriphosphaten dATP, dCTP, dGTP und dTTP als DNA-Vorstufen 
durch Erhitzen in Einzelstrang-DNA überführt (denaturiert). Ein hoher Überschuss an 
Primern verhindert ein Renaturieren der beiden Elternstränge. Das Reaktionsgemisch 
wird dann herabgekühlt auf eine Temperatur, die es den Oligonukleotid-Primern 
ermöglicht an ihre Ziel-Sequenz zu binden (so genanntes Annealing oder Anheften), um 
danach durch die DNA-Polymerase verlängert zu werden. Die Reaktion besteht aus 
aufeinander folgenden Zyklen dieser drei Schritte (siehe  Abbildung 2.2): 
1. Denaturierung (Menschliche genomische DNA wird bei etwa 93-95°C 
denaturiert.) 
2. Annealing der Primer (Dies erfolgt normalerweise bei etwa 50-70°C. Die 
Temperatur hängt von der Schmelztemperatur (Tm) der zu erwartenden 
Doppelhelix ab und liegt etwa 5°C unter der errechneten Tm.) 
3. DNA-Synthese (Sie erfolgt bei etwa 70-75°C.) 
Da die Produkte eines Amplifikationszyklus als Vorlage für den Nächsten dienen, wird 
jeder erfolgreiche Zyklus die Menge des gewünschten DNA-Produktes im Wesentlichen 
verdoppeln. Das Hauptprodukt dieser exponentiellen Reaktion ist ein Segment 
doppelsträngiger DNA, dessen Ende durch das 5’-Ende der Oligonucleodit-Primer und 
dessen Länge durch die Distanz zwischen den Primern definiert ist. In der ersten 
Synthesephase werden beide Stränge über das durch den zweiten Primer markierte Ende 
hinaus dupliziert. Es entsteht so eine Bindungsstelle für den zweiten Primer. Von dieser 
Bindungsstelle wird ein komplementärer Strang in Gegenrichtung gebildet. Es entsteht 
so ein doppelsträngiges DNA-Fragment, dessen Länge durch die Primer bestimmt wird. 
Dieses Fragment dient als Template für einen neuen Zyklus aus Denaturierung, 
Annealing und Elongination (DNA-Synthese). Auf diese Weise entstehen 2n DNA-
Moleküle (n=Anzahl der Zyklen), die eine DNA-Kopie des durch die Primer begrenzten 
DNA-Abschnittes darstellen. 
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3‘ 5‘
3.  Zyklus 
3‘ 5‘
5‘ 3‘
} Etwa 105 Kopien des gewünschten PCR-Produkts
} 30 Kopien des Produkts mit variablen 3‘ Enden
ursprüngliche DNA




(1) + (2) + (3)
Zu amplifizierende
Ziel-DNA5‘ 3‘













2.  Zyklus 
5‘ 3‘
(1) + (2) + (3)
 
Abbildung 2.2  Schematische Darstellung der PCR-Methode. Die Oligonucleotid-Primer F (Forward-Primer) und R 
(Reverse-Primer) umrahmen den zu vermehrenden DNA-Abschnitt 
(1) Hitze-Denaturierung der Doppelstrang-DNA 
(2) Abkühlen, um die Hybridisierung der Primer zu ermöglichen 
(3) DNA-Synthese durch die thermostabile DNA-Polymerase 
 
PCR-Protokoll: 
Durch die weitgehende Automatisierung der PCR-Methode wird ein Reaktionsgemisch 
aus allen benötigten Komponenten angesetzt und in automatisierten Thermostaten 
(Thermocyclern) zur Reaktion gebracht. Der Reaktionsansatz beinhaltet prinzipiell 
Forward- und Reverse-Primer im Überschuss, Desoxyribonukleosidtriphosphate 
(dNTPs), Reaktionspuffer, Taq-Polymerase und DNA. Die Desoxyribonukleosid-
triphosphate (dNTPs) werden im Überschuss (200 µM pro dNTP) zugesetzt. Die 
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Konzentration der Primer beträgt normalerweise 1 µM und reicht etwa für mindestens 
30 Zyklen. In einem Gesamtvolumen von 20 µl werden angesetzt: 
Template-DNA (10 ng/µl)                                  5,0 µl 
steriles Wasser (DEPC)                                      9,8 µl 
Puffer (10x)                                                        2,0 µl 
Gemisch aus den 4 dNTPs (2 mM)                    1,0 µl 
Forward-Primer (10 pmol/µl)                            1,0 µl 
Reverese-Primer (10 pmol/µl)                           1,0 µl 
TAQ (1U)                                                           0,2 µl 
 
Der Denaturierungsschritt des ersten Zyklus erfolgt bei 94°C für 5 Minuten (zur 
Aktivierung der Polymerase). Danach schließt sich die Zyklusphase aus den drei 
aufeinander folgenden Schritten Denaturierung, Annealing und Elongination an.  
 
94°C  30 sec  Denaturierung  
50-70°C  30 sec  Annealing (Temperatur3 abhängig von Primer) 
72°C  30 sec   Elongination 
 
Die Zyklusanzahl von 25-30 variiert je nach benötigter DNA-Menge und 
Fragmentlänge. Dann schließt sich ein DNA-Synthese-Schritt bei 72°C für 7 Minuten 
an (Holding) zur Auffüllung nicht vollständiger Fragmente. 
Die Überprüfung der PCR-Produkte erfolgt mittels einer Agarose-Gelelektrophorese 
(siehe Kapitel 2.3.3) qualitativ bzw. semiquantitativ im Vergleich mit einem DNA-
Längenstandard (base-pair-ladder).  
 
2.3.3  Elektrophoretische Trennung von DNA-Fragmenten  
Makromoleküle wie Nukleinsäuren, die nicht durch andere Verfahren adäquat separiert 
werden können, trennt man durch Elektrophorese in einem hydrophilen, gelartigen 
Trägermaterial.  
Im Rahmen dieser Arbeit wurden ausschließlich Gelelektrophoresen in Agarose oder 
Polyacrylamid durchgeführt, da sich diese hervorragend zur Trennung, Identifizierung 
                                                 
3 Die Temperatur, die man für das Annealing der Primer wählt, ist immer ein Kompromiss. Die Amplifikation ist effizienter bei 
niedrigeren Temperaturen (37°C), aber dann steigt die Rate der an ektopischen Stellen gebundenen Primer (mispriming). 
Idealerweise bestimmt man die optimale Temperatur für jedes Primerpaar experimentell, indem man verschiedene Temperaturen 
ausprobiert (etwa zwischen 50 und 70°C) und dann das amplifizierte PCR-Produkt in einer Agarose-Gelelektrophorese 
semiquantitativ bestimmt. 
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und Reinigung von DNA-Molekülen eignen. Grundlage bei diesem Verfahren ist eine 
Art Molekularsiebeffekt: Die DNA wandert durch einheitlich große Poren im Gel, 
wobei größere Moleküle auf Grund des stärkeren Reibungswiderstandes langsamer 
wandern und ihren Weg durch die Gelporen weniger effektiv finden als kleine 
Moleküle. Die Porenweite dieser Gele lässt sich durch Wahl der 
Polymerisationsbedingungen in weiten Grenzen variieren. Oberhalb einer bestimmten 
Molekülgröße wirkt der Siebeffekt nicht mehr, so dass sich DNA-Fragmente von mehr 
als 40 kb Größe nur schlecht auftrennen lassen. 
Hauptladungsträger der Nukleinsäuren sind die Phosphatgruppen, die für jeden der 4 
verschiedenen Nukleotidbausteine genau eine negative Ladung enthalten und somit die 
gleichen pK-Werte besitzen. Daher sind pH-Wert-Unterschiede zur Auftrennung von 
DNA-Molekülen nicht sehr effizient. Auch hängt die Wanderungsgeschwindigkeit nicht 
von Ladungsungleichheiten ab, sondern im Wesentlichen von der Moleküllänge, also 
der Anzahl der Basenpaare. Die Wanderung linearer DNA-Doppelstränge durch die 
Gelmatrix ist invers proportional zum Zehnerlogarithmus ihres Molekulargewichts 
[Helling et al., 1974], da ein konstanter Ladungs-/Masse-Quotient vorliegt. Relaxierte 
oder anders konformierte DNA (Form I und II) zeigt erhebliche Unterschiede im 
Laufverhalten, was man sich bei der SSCP-Analyse (siehe Kapitel 2.3.4) zu Nutze 
macht. 
Die Wahl eines bestimmten Gels hängt primär von der Größe der zu trennenden DNA-
Fragmente ab. Polyacrylamidgele eignen sich für kleine DNA-Fragmente (5-500 bp). 
So können hochkonzentrierte Polyacrylamidgele DNA-Moleküle auftrennen, deren 
Länge sich nur in 0,2% unterscheidet, z.B. in nur einem einzigen Basenpaar in 500 bp 
langen Fragmenten. Das macht diese Gele in der Molekulargenetik insbesondere für die 
Sequenzierung unentbehrlich. Agarosegele haben eine geringere Auflösung, dafür aber 
eine größere Separationsbreite. Mit Agarosegelen verschiedener Konzentration können 
DNA-Fragmente von 200 bp bis zu 50 kb aufgetrennt werden. Für noch größere DNA-
Fragmente (bis zu 10000 kb) eignet sich die Pulsfeldgelelektrophorese (Wechselstrom). 
Die Wanderungsgeschwindigkeit der DNA-Moleküle im elektrischen Feld hängt nicht 
nur von ihrer Größe ab. Auch die gewählten Laufbedingungen wie Stromspannung und 
Stromstärke, Richtung des elektrischen Feldes, Gegenwart von interkalierenden 
Substanzen (z.B. Ethidiumbromid), Zusammensetzung und Ionenstärke des 
Elektrophoresepuffers sowie die Konzentration des Trägermaterials beeinflussen die 
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Migration. Die Basenzusammensetzung und die Temperatur (4°C-30°C) spielt bei 
Agarosegelen keine entscheidende Rolle, sehr wohl aber bei Polyacrylamidgelen. 
In ihrer Grundform besteht die Gelelektrophorese aus einer Elektrophoreseeinheit 
(Elektrophoresapparatur) und einer Spannungsversorgung. Die Elektrophoreseeinheit 
besteht aus der Elektrophoresekammer (Puffertank), in der das Gel vollständig 
eingetaucht ist. Die Elektroden befinden sich zu beiden Seiten des Gels in der 
Pufferlösung und sind über Kabel mit der Spannungsquelle verbunden. Während 
Agarosegele meist horizontal, werden Polyacrylamidgele meist vertikal ausgerichtet. In 
der Vertikalkammer werden Polyacrylamidgele zwischen zwei Glasplatten gegossen, 
die durch Platzhalter (Spacer) voneinander getrennt sind, sodass die Acrylamid-Lösung 
nicht in Kontakt mit Luftsauerstoff kommt und damit die Polymerisation inhibiert wird. 
Lediglich die freien Gelenden haben Kontakt mit der Pufferlösung.  
Legt man nun zwischen Start- und Stoppseite eine Gleichspannung an, wandern die bei 
neutralem pH negativ geladenen DNA-Moleküle zur Anode. 
 
Agarosegelelektrophorese 
Trägermaterial ist das natürliche Polysacharid Agarose. Während des Härtens formt die 
Agarose eine Matrix, deren Dichte bestimmt wird durch die Agarosekonzentration.  
Zur Überprüfung und Auswertung der PCR werden in dieser Arbeit Agarosegele mit 
einer Konzentration von 1,5% (w/v) verwendet, die sich zur Auftrennung von 200 bis 
3000 bp langen DNA-Fragmenten eignen. Für die Trennung nativer Doppelstrang-DNA 
verwendet man 1x TAE-Puffer. 1,5%-ige Agarosegele werden hergestellt, indem man 
1,5 g Agarose in 100 ml 1x TAE-Puffer aufkocht bis eine klare, transparente Lösung 
entsteht. Nachdem sich die Agaroselösung auf etwa 60°C abgekühlt hat, wird 0,5 µg/ml 
Ethidiumbromidlösung hinzugefügt und die noch flüssige Agarose luftblasenfrei in eine 
Horizontalkammer mit eingesetztem Kamm gegossen. Nach dem Aushärten kann der 
Kamm vorsichtig entfernt und das Gel in die Elektrophoresekammer eingesetzt werden. 
Die Elektrophoresekammer wird dann soweit mit Elektrophoresepuffer (1x TAE-Puffer) 
aufgefüllt, dass der Flüssigkeitsspiegel etwa 0,5 cm über der Geloberfläche liegt. 
Die mit 3,5 µl Loading-Dye (Probenpuffer 6x, blauer Bromphenol- und Xylene Canol 
FF-Farbstoff) versetzten DNA-Proben (8 µl) pipettiert man in die Geltaschen und 
schließt die Kammer an ein Netzgerät an. Man lässt das Gel etwa eine Stunde bei 
100 mA, 100 V und 30 W laufen. Der hinzugefügte Farbstoff dient als Orientierung 
über die bereits zurückgelegte Laufstrecke.  
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Die getrennten DNA-Fragmente können im Gel direkt lokalisiert und sichtbar gemacht 
werden, indem man sie mit niedrigen Konzentrationen von fluoreszierendem 
Ethidiumbromid anfärbt und dann das Gel direkt unter UV-Licht untersucht. 
Ethidiumbromid hat die Eigenschaft, DNA-Banden anzufärben, indem sich die planare 
Gruppe dieser Substanz zwischen die Basenpaare der DNA einlagert (interkaliert) und 
intensiv orange fluoresziert. Die DNA-Fragmente werden deutlich als orange 
leuchtende Banden sichtbar. Die Intensität der Banden korreliert mit der Menge des 
jeweiligen DNA-Fragments. Die Größe der PCR-Fragmente kann durch Vergleich mit 
dem mitgeführten DNA-Längenstandard (100 base-pair-ladder) abgeschätzt werden. Es 
wird festgestellt, ob genügend DNA für weitere Untersuchungen angereichert wurde 
bzw. ob die amplifizierten DNA-Fragmente die richtige Fragmentlänge aufweisen. 
Wenn die mit amplifizierte Negativ-Kontrolle (Wasser) eine sichtbare Bande aufweist, 
ist der PCR-Ansatz kontaminiert und muss verworfen werden.  
 
Polyacrylamidgelelektrophorese 
Es gibt nicht denaturierende Polyacrylamidgele zur Trennung von DNA-
Doppelsträngen und denaturierende Gele zur Trennung von DNA-Einzelsträngen, die in 
Gegenwart von z.B. Formamid gegossen werden, um die Basenpaarung der 
Nukleinsäuren zu unterdrücken. Hier ist die Wanderungsgeschwindigkeit nahezu 
unabhängig von Basenzusammensetzung und Sequenz. 
In Gegenwart freier Radikale, meist von APS (Ammoniumpersulfat) geliefert, und 
durch Stabilisierung von TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamine), wird eine 
Kettenreaktion initiiert, wobei das Monomer Acrylamid zu langen Ketten polymerisiert. 
Bei Vorhandensein von N,N’-Methylenebisacrylamid werden die Ketten quervernetzt 
und formen ein Gel, dessen Poren von der Kettenlänge (abhängig von der 
Acrylamidkonzentration) und der Quervernetzung bestimmt werden. Sie werden z.B. 
für die Analyse der DNA-Sequenzierung verwendet. Länge und Genauigkeit der 
Nukleotidsequenz werden beide von der Qualität des Polyacrylamidgels bestimmt. Für 
DNA-Sequenzen mit einer Länge von 25-400 Nukleoditen verwendet man 
Polyacrylamidgele mit einer Acrylamidkonzentration von 6%. 
Die Dicke des Gels (hier 0,5 mm) wird bestimmt durch die Dicke der Plastikstreifen, 
die als Platzhalter (Spacer) zwischen der vorderen und hinteren Glassplatte dienen. Die 
meisten Gele weisen eine konstante Dicke auf, und auf Grund der logarithmischen 
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Beziehung zwischen der Länge der DNA-Fragmente und ihrer Mobilität, liegen die 
DNA-Banden am Gelende weit auseinander und drängen sich am Gelanfang. 
Zur Herstellung denaturierender Acrylamidgele werden hier fertige Lösungen 
verwendet: 
SequaGel-6™  
6% (w/v) Acrylamid/Bisacrylamid 19:1 
0,1 M tris-Borat 
2 mM EDTA, pH 8,3 
8,3 M Harnstoff 
TEMED 
 
Gele zur DNA-Sequenzierung werden in einer Konzentration von 6% mit 1x TBE-
Puffer hergestellt. Zur Polymerisation wird APS (490 µl 10%-ig) hinzu gegeben und das 
noch flüssige Gel in die Vertikalkammer gegossen. Die Gelkammer  wird in den 
automatischen Sequenzierer eingesetzt, wobei die freien Gelenden in den Laufpuffer 
(0,6x TBE-Puffer) eintauchen. Die Taschen werden nun mit den DNA-Proben 
(Ergebnisse der PCR mit ddNTPs) befüllt, die mit 4 µl Formamid-Loading-Dye versetzt 
sind. Nach Anlage der Anode und Kathode wird die automatische DNA-Sequenzierung 
gestartet (siehe Kapitel 2.3.5).  
 
2.3.4  SSCP  
Die Analyse von Einzelstrang-Konformationspolymorphismen (single-strand 
conformational polymorphism analysis, SSCP oder SSCA) ist ein Verfahren zur 
Detektion, ob eine DNA-Probe in irgendeiner Form von der Standardsequenz abweicht. 
Diese schnelle und sensitive Screening-Methode untersucht bei bekannter DNA-
Sequenz Veränderungen in der Nukleotidbasenabfolge, die durch Mutationen bzw. 
Polymorphismen hervorgerufen werden [Orita et al., 1989]. So können Veränderungen 
in Genen aufgespürt werden, die sich im Austausch, seltener in Einfügung oder Verlust, 
einer einzelnen Base manifestieren (sogenannte Punktmutationen). 
Einzelstrang-DNA neigt zur Rückfaltung und zur Ausbildung komplexer Strukturen, die 
durch schwache intramolekulare Wechselwirkungen, besonders durch 
Wasserstoffbrücken bei der Basenpaarung, stabilisiert werden. Die elektrophoretische 
Mobilität solcher Strukturen in einem nicht denaturierenden Gel hängt nicht nur von der 
Länge der Molekülkette ab, sondern auch von der räumlichen Anordnung 
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(Konformation), die wiederum durch die DNA-Sequenz bedingt ist [Orita et al., 1989]. 
So führt unter Umständen eine Basensubstitution zu einer Konformationsänderung des 
DNA-Abschnittes, mit der Folge eines Mobilitätsunterschiedes in einer nicht 














Abbildung 2.3 Schematische Darstellung der SSCP-Analyse 
 
 
Das Prinzip der SSCP-Analyse beruht auf dem Vergleich von Laufgeschwindigkeiten 
und Laufverhalten gleicher Bereiche denaturierter DNA-Abschnitte verschiedener 
Proben unter Variation der Elektrophorese-Bedingungen wie z.B. Änderungen der 
Temperatur, des pH-Wertes, etc. Vorraussetzung ist die Kenntnis der Basensequenz des 
Gens. Für eine SSCP-Analyse amplifiziert man DNA-Proben mittels PCR, wobei die 
DNA-Fragmente eine Länge von 300 bp nicht überschreiten sollte. Nach Überführen in 
Einzelstrang-DNA durch Hitzedenaturierung erfolgt eine nicht denaturierende 
Polyacrylamid-Gelelektrophorese. Die entsprechenden Primer sollten so gewählt 
werden, dass sie im Bereich der Introns liegen und somit die gesamte kodierende 
Sequenz und die dazugehörigen splice-sites abdecken. Bei DNA-Fragmenten mit einer 
Größe bis zu 200 bp können die meisten Punktmutationen als Mobilitäts-Shift detektiert 
werden [Orita et al., 1989]. Bei größeren Exons ist es sinnvoll mehrere Fragmente mit 
überlappenden Sequenzen zu konstruieren. Entweder markiert man die Primer 
radioaktiv oder macht die unmarkierten Reaktionsprodukte nach Βeendigung der 
Elektrophorese mit einer Silberfärbung sichtbar. Kontrollproben sind bei jeder SSCP-
Analyse erforderlich, um Unterschiede zum Wildtypmuster detektieren zu können, denn 
das genaue Bandenmuster hängt sehr stark von den jeweiligen Versuchsbedingungen 
jedes einzelnen Gels ab. Diese Methode ist einfach und empfindlich genug 
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Veränderungen in der Nukleotidsequenz aufzuspüren, zeigt jedoch weder die Art noch 




Zunächst werden die jeweiligen DNA-Fragmente der einzelnen Proben mittels PCR 
amplifiziert (siehe Kapitel 2.3.2) und zu gleichen Teilen (3,5 µl) mit Formamid  
versetzt. Es erfolgt eine Hitze-Denaturierung bei 95°C für 5 Minuten im Thermomixer 
(Heizblock). Bis die Proben auf das Gel in die dafür vorgesehenen Taschen (Brunnen) 
aufgetragen werden, platziert man sie direkt nach der Denaturierung in Eiswasser, damit 
ein Re-Annealing der Einzelstrang-Produkte vermieden wird.  
Das trockene Polyacrylamidgel wird in einem GelPool mit 25 ml Gelpuffer ungefähr 
eine Stunde unter ständigem Schwenken rehydriert, wobei die Bildung von Luftblasen 
unter dem Gel zu vermeiden ist. Das Elektrophoresesystem ist mit einem Kühlaggregat 
verbunden, sodass die Läufe bei beliebigen Temperaturen durchführbar sind. Nach 
Ablauf der Rehydrationszeit wird das Gel vorsichtig mit Filterpapier getrocknet, ohne 
die Matrix zu beschädigen. Das Gel wird in der Mitte der Kühlplatte der 
Elektrophoreseeinheit so platziert, dass die Brunnen sich auf der Seite der Kathode 
befinden. Zuvor wird die Kühlplatte mit 70%-igen Ethanol benetzt, um ein 
gleichmäßiges Haften des Gels ohne Bildung von Luftblasen zu erzielen. Zwei mit 
Elektrodenpuffer voll gezogene Elektrodenstreifen werden etwa 5 mm auf den Gelrand 
gelegt. Nach befüllen der Brunnen mit je 4 µl der Proben und Eingabe der die 
Laufbedingungen wird die Elektophorese gestartet.  
Soll die Gelelektrophorese bei einer Lauftemperatur von 15°C durchgeführt werden, 
lässt man die Proben zunächst 10 Minuten lang bei 200 V, 23 mA und 5 W ins 
Sammelgel laufen und anschließend etwa 60 Minuten lang bei 600 V, 30 mA und 18 W 
durch das Trenngel wandern. Wählt man eine Temperatur von 4°C, so wird die 
Elektrophorese für 4 Stunden bei 200 V, 23 mA und 5 W durchgeführt, da es durch die 
Wärmeentwicklung bei höheren Spannungen zu Kondenswasserbildung auf der 
Geloberfläche kommt und die Qualität der Elektrophorese erheblich beeinträchtigt 
werden kann. 
Um nach der Elektrophorese die DNA-Banden sichtbar zu machen, wird eine Färbung 
mit Silbernitrat durchgeführt. Diese zeichnet sich durch eine hohe Sensitivität und gute 
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Reproduzierbarkeit aus, die es erlaubt, DNA-Banden bis zu 20-50 pg zu detektieren 
[Heukeshoven und Dernick, 1985]. 
Damit das Gel sich gleichmäßig färbt, wird es während der einzelnen Schritte des 
Färbevorgangs auf einer Plattform automatisch geschwenkt. Zur Fixierung wird das Gel 
in einem Metallbecken für mindestens 30 Minuten in 250 ml Fixierlösung 1x inkubiert. 
Nach Abgießen der Fixierlösung erfolgt die Silberimprägnierung mit 250 ml 
Silbernitratlösung 1x für 30 Minuten. Danach wird die Silbernitratlösung dekantiert und 
das Gel mit destilliertem Wasser für einige Minuten gewaschen. Währendessen setzt 
man die Entwicklerlösung an, die auf Grund ihrer Instabilität immer erst kurz vor 
Gebrauch angesetzt werden sollte. Zu 30 ml Entwicklerlösung 5x werden 250 µl 
Formaldehyd und 250 µl Natriumthiosulfat pipettiert und auf 250 ml mit deionisiertem 
Wasser aufgefüllt, kräftig geschüttelt und auf das Gel gegeben. Nach Zugabe der 
fertigen Entwicklerlösung zum Gel beobachtet man das langsame Anfärben der Banden. 
Nach etwa 1 bis 6 Minuten wird der Entwicklungsvorgang gestoppt, indem man die 
Lösung abkippt und 250 ml Stopp- und Konservierungslösung 1x für mindestens 30 
Minuten hinzu gibt. Bei zu langer Einwirkung der Entwicklungslösung färbt sich das 
Gel dunkel, was einen deutlichen Qualitätsverlust bedeutet. Abschließend wird das Gel 
nach einem Waschvorgang in destilliertem Wasser auf ein Papiertuch gelegt und 
luftgetrocknet.  
Pro DNA-Fragment (Exon) wird eine native, nicht denaturierte Wildtyp-Probe als 
Kontrolle mitgeführt, ebenso eine Negativ-Kontrolle (Wasser), um eine Verunreinigung 
des PCR-Ansatzes auszuschließen. Zur Auswertung vergleicht man die Banden der 
einzelnen Proben mit denen der Kontrollen und sucht nach Abweichungen im 
Bandenmuster (so genannten Shifts). Unterschiedlichen Bandenmustern können auch 
häufig vorkommende Polymorphismen zu Grunde liegen. Daher müssen  mindestens 25 
Wildtyp-Kontrollen (also 50 Allele) mit dem aberranten Bandenmuster verglichen 
werden. Da man von einem Bandenunterschied nicht auf eine wirksame Mutation 
rückschließen kann, müssen letztlich alle Proben, die abweichende Bandenmuster 
aufweisen, sequenziert werden.  
 
2.3.5 DNA-Sequenzierung 
Zur Bestimmung der Nukleotid-Sequenz (Basenabfolge) der DNA auf Molekülebene 
gibt es heute prinzipiell zwei schnelle Sequenzierungs-Techniken, die enzymatische 
Kettenabbruch-Methode [Sanger et al., 1977] und die chemische Gradienten-Methode 
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[Maxam und Gilbert et al., 1977]. Bei der Methode nach Maxam-Gilbert wird die 
Original-DNA an bestimmten Stellen chemisch verändert und gespalten. Jede dieser 
chemischen Reaktionen ist spezifisch für eine bestimmte Base bzw. eines Basentypus. 
Die heute gültige Kettenabbruch-Methode entwickelte sich aus der +/- Sequenzierungs-
Technik [Sanger und Coulson, 1975] mit den drei Grundsätzen: (1) dem Gebrauch von 
spezifischen Primern zur DNA-Verlängerung durch die DNA-Polymerase, (2) dem 
basenspezifischen Kettenabbruch und (3) der Verwendung von Polyacrylamidgelen, die 
einzelsträngige DNA-Ketten mit nur einem Nukleotid Längenunterschied auftrennen 
können. Aber erst durch die Einführung der Kettenabbruch-Didesoxynukleotide [Sanger 
et al., 1977] wurden enzymatische Sequenzierungs-Methoden weit verbreitet. Heute ist 
die enzymatische Kettenabbruch-Methode nach Sanger die bevorzugte 
Sequenzierungsmethode aufgrund ihrer Verlässlichkeit und Genauigkeit und wird auch 
in der vorliegenden Arbeit verwendet.  
Zunächst wird mit der PCR-Methode (Kapitel 2.3.2) der zu untersuchende Gen-
Abschnitt amplifiziert und in einer Agarosegelelektrophorese (Kapitel 2.3.3) 
festgestellt, ob genügend DNA des zu untersuchenden DNA-Abschnittes angereichert 
wurde. In der folgenden Sequenzreaktion werden durch sich wiederholende 
Denaturierungs- und Elonginationsschritte DNA-Fragmente gewonnen, deren Länge 
durch den Einbau eines modifizierten Nukleosidtriphosphates determiniert werden. 
Zusätzlich zu den konventionellen Nukleotidbausteinen, 2’-Desoxynukleosid-
triphosphate (dNTPs), enthält der Reaktionsansatz basenspezifische 2’,3’-Didesoxy-
nukleotide (ddNTPs), sogenannte Abbruchnukleotide. Sie sind Analoga der normalen 
dNTPs, unterscheiden sich von diesen aber dadurch, dass ihnen nicht nur am 2’-
Kohlenstoff, sondern auch am 3’-Kohlenstoff eine Hydroxylgruppe fehlt. Das Fehlen 
einer 3’-Hydroxylgruppe verhindert die Bildung einer Phosphodiesterbindung am 3’-
Kohlenstoffatom mit dem nachfolgenden dNTP, so dass die weitere Verlängerung der 
DNA-Kette unmöglich wird. Es kommt zum Kettenabbruch. Es werden parallel vier 
basenspezifische Reaktionen durchgeführt. Jeder Reaktionsansatz enthält die vier 
dNTPs und in einer bestimmten Konzentration noch jeweils das Abbruchnukleotid einer 
der vier Basen. Konventionelles dNTP und entsprechendes ddNTP-Analogon 
konkurrieren an jeder der vielen Positionen in der DNA, an denen das entsprechende 
Nukleotid vorkommt, um den Einbau in die wachsende DNA-Kette. Da aber die 
Konzentration des ddNTP-Analogons wesentlich geringer ist als die des zugehörigen 
konventionellen dNTPs, kommt es in statistischer Verteilung zur Kettenverlängerung 
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und selten, aber basenspezifisch zum Abbruch der DNA-Synthese. Eine bestimmte 
basenspezifische Reaktion erzeugt also für jede einzelstränginge DNA-Vorlage eine 
Population von Oligonukleotid-Ketten, deren Längen bestimmt werden durch den 
Abstand zwischen dem Primerende, der zur Initiierung der DNA-Synthese benutzt 
wurde, und der Stelle des frühzeitigen Kettenabbruchs durch das jeweils zugefügte 
ddNTP. Durch die statistische Verteilung entspricht die Kollektion der vorhandenen 
Fragmentlängenunterschiede der Menge des entsprechenden Nukleotids in dieser 
Basenfolge. Somit geben die Längen der einzelnen Fragmente  die Position der Base im 
Matritzenstrang wieder. Alle vier Ansätze ergeben dann eine ineinander geschachtelte 






















































Abbildung 2.4 Schematische Darstellung der enzymatischen DNA-Sequenzierung 
 
 
Um die verschieden großen Fragmente identifizieren zu können, enthalten die 
Reaktionsprodukte markierte Gruppen. Dafür verwendet man entweder markierte 
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Primer oder es werden markierte Nukleotide in die DNA eingebaut. Bei der 
herkömmlichen Sequenzierungs-Technik werden radioaktiv markierte dNTPs (z.B. 
[α-32P]dNTPs oder besser [α-35S]dNTPs) verwendet, die vier Reaktionsansätze 
nebeneinander auf das Gel aufgetragen und nach der Elektrophorese eine 
Autoradiographie des getrockneten Gels angefertigt. Da die kürzeren DNA-Fragmente 
im elektrischen Feld schneller als die längeren wandern, lässt sich die Sequenz 
schließlich durch Ablesen des Gels von unten nach oben ermitteln, wobei man die 
Sequenz in Richtung 5’ des Stranges, der zur ursprünglich eingesetzten DNA-Vorlage 
komplementär ist, erhält. 
Heute verwendet man automatisierte Sequenzier-Geräte, um die Effektivität dieses 
Verfahren zu steigern. Automatisierte Systeme für die Sequenzierung fluoreszenz-
markierter DNA basieren auf dem Prinzip, Primer oder Didesoxynukleotide mit einer 
fluoreszierenden chemischen Gruppe (Fluorophor) zu versehen. Während der 
Elektrophorese misst ein Detektor (Rotlichtlaser) die Fluoreszenzsignale der 
vorbeiwandernden DNA an einem fixen Punkt im Gel und zeichnet sie auf (Abbildung 
2.5). Verwendet man zur Kennzeichnung der vier basenspezifischen Reaktionsansätze 
vier verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe, können im Gegensatz zur herkömmlichen 
Technik alle vier Ansätze auf eine einzige Gelspur aufgetragen werden. Die Ausgabe 
der Ergebnisse erfolgt in Form von farbenspezifischen (und damit basenspezifischen) 
Intensitätsprofilen für jedes andersartige Fluorophor. Gleichzeitig wird die Sequenz 
elektronisch gespeichert. 
 





Abbildung 2.5 Funktionsprinzip eines automatischen Sequenzierers 
 
 
Protokoll für die DNA-Sequenzierung: 
All jene Patientenproben, die in der vorangegangenen SSCP-Analyse ein im Vergleich 
zum Wildtyp abweichendes Bandenmuster aufwiesen, werden der DNA-Sequenzierung 
zugeführt. 
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Für diese Arbeit steht ein automatisches Sequenzier-Gerät zur Verfügung und zur 
Markierung der DNA-Fragmente werden fluoreszenzmarkierte Oligonukleotid-Primer 
verwendet. Zur Einführung des Fluoreszenzfarbstoffes in die DNA-Fragmente wird ein 
Universal-Sequenzierprimer verwendet, der am 5’-Ende mit dem langwelligen Farbstoff 
Cyanin-5 (Cy5) markiert ist. 
Im Prinzip besteht die Sequenzierungsreaktion aus drei Schritten: (1) der 
Amplifizierung des zu untersuchenden DNA-Abschnitts mittels PCR, (2) der 
eigentlichen Sequenzierungsreaktion (sogenanntes Cycle-Sequenzing) und (3) die 
elektrophoretische Auftrennung der DNA-Fragment-Populationen. Zur Amplifizierung 
der DNA-Abschnitte werden prinzipiell die gleichen Primerpaare eingesetzt, die auch 
zur SSCP-Analyse verwendet wurden, sie werden nur mit einem kleinen Zusatz 
versehen. Damit der universelle fluoreszenzmarkierte Sequenzierprimer an den DNA-
Abschnitt binden und die DNA-Synthese für das Cycle-Sequenzing starten kann, fügt 
man an die 5’-Sequenz der PCR-Primer die für den Universalprimer spezifische 
Sequenz an. Dieser Sequenzabschnitt wird einheitlich an jeden PCR-Primer der 
verschiedenen DNA-Abschnitte (Exone) angehängt, sodass der universelle 
Sequenzprimer immer spezifisch binden kann.  
In dieser Arbeit werden sowohl der kodierende als auch der nicht-kodierende DNA-
Strang zur Verifizierung der Ergebnisse sequenziert. Methodisch werden dazu in zwei 
unabhängigen Sequenzierungseaktionen zwei verschiedene Universal-Sequenzierprimer 
(ein Forward- und ein Reverse-Primer) eingesetzt, wobei die Sequenz des Forward-
Sequenzierprimers (P172) an das 5’-Ende des Forward-PCR-Primers angehängt wird 
und die Sequenz des Reverse-Sequenzierprimer (M13) analog an das 5’-Ende des 
Reverse-PCR-Primers. Die angehängten Nukleotid-Sequenzen müssen so gewählt sein, 
dass sie nicht mit der PCR interferieren. Sie sind in Tabelle 2.1 dargestellt [De Bellis et 
al., 1992]. 
 





TAT TAT AGG GCG AAT TGG GT 
TAT GTA AAA CGA CGG CCA GT 
 
Im ersten Schritt wird nun eine leicht modifizierte PCR durchgeführt, in der man 
Forward- und Reverse-PCR-Primer durch die modifizierten Primer ersetzt und die 
doppelte Menge ansetzt, jedoch alle anderen Parameter beibehält (Kapitel 2.3.2). Mit 
einem Agarosegel wird die Homogenität der PCR-Produkte überprüft. Um die PCR-
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Produkte von überschüssigem Primer zu reinigen und den Salzgehalt zu reduzieren, 
werden MikroSpin-Säulen verwendet. Hierzu wird die Säule in TE-Puffer kurz re-
äquilibriert und bei 3000 Umdrehungen/Min für 1 Minute zentrifugiert. Der TE-Puffer 
wird verworfen und die Säule mit dem PCR-Produkt beladen und nochmals bei 3000 
Umdrehungen/Min für 2 Minuten zentrifugiert. Das im Eppendorf-Röhrchen 
aufgefangene DNA-Produkt kann nun für die Sequenzierungsreaktion weiterverwendet 
werden. Für die Reaktion werden nun vier Reaktionsgemische, entsprechend den vier 
verschiedenen Didesoxynukleotiden, angesetzt. Da beide Stränge sequenziert werden, 
erhält man so im Grunde acht Reaktionsansätze pro zu untersuchendem DNA-
Abschnitt, je vier basenspezifische für die Vorwärts- und vier für die Rückwärts-
Sequenzierung. Es werden pro DNA-Probe also zwei Ansätze bestehend aus jeweils 
19,8 µl DEPC-Wasser und jeweils 4,4 µl gewaschene DNA, sowie 2,2 µl Forward-
Primer bzw. Reverse-Primer hergestellt. Pro PCR-Röhrchen werden 2 µl der Reagenz 
A, C, G bzw. T vorgelegt, wobei  in jeder Reagenz alle dNTPs und je ein ddNTP 
enthalten sind (z.B. Reagenz A mit dATP, dCTP, dGTP, dTTP und ddATP). Die 
Thermo Sequenase DNA Polymerase ist ebenfalls in jeder Reagenz enthalten. 
Anschließend erfolgt die definitive Sequenzierungsreaktion (Cycle-Sequenzing), wobei 
im ersten Schritt bei 95°C für 3 Minuten denaturiert wird. Dann erfolgen 26 Zyklen: 
95°C  30 sec  Denaturierung  
65°C   30 sec  Annealing  
65°C  30 sec   Elongination 
 
Jede Probe wird mit 4 µl Formamid Loading-Dye versetzt und in ein 6%-iges 
Polyacrylamidgel (Kapitel 2.3.3), das in einen automatischen Sequenzierer eingehängt 
wird, der Reihenfolge nach A, C, G und T von links nach rechts aufgetragen. Nach 
Anlage der Elektroden wird die denaturierende Elektrophorese bei 720 Minuten, 
1500 V, 38 mA und 34 W gestartet. Die Detektion der DNA-Fragmente mittels 
Rotlichtlasers wird computergestützt aufgezeichnet [Chadwick et al. 1996]. 
Nach Ende der Elektrophorese erfolgt die Auswertung mit Hilfe der AM V3.0 Software, 
wobei Rohdaten analysiert und prozessiert werden. Die Fragmentreihen werden 
automatisch ineinander integriert, so dass eine fortlaufende Sequenz entsteht. 
Die Sequenzen der Wildtyp-DNA, die als Kontrolle zu jedem DNA-Abschnitt (Exon) 
mitsequenziert wurde, werden mit der publizierten Originalsequenz verglichen, um 
methodische Unsicherheiten zu erkennen. Dann werden die Sequenzen der DNA-
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Proben mit der Originalsequenz und der Wildtyp-Kontrolle verglichen und nach 
Punktmutationen gesucht. Einfache Deletionen (Fehlen einer Base) oder Insertionen 
(Einfügen einer Base) führen zu einer Rasterverschiebung (frameshift). Substitutionen 
zeigen einen Basenaustausch in Form von Transitionen (Purinbasenaustausch) oder 
Transversionen (Pyrimidinbasenaustausch).  Es kann eine eindeutige Entscheidung über 
homozygote und heterozygote Mutationen getroffen werden, da beide parenterale 




3  Ergebnisse 
 
3.1  Phänotypisierung der Patienten 
 
3.1.1  Klinische Präsentation 
Das Patientenkollektiv der vorliegenden Arbeit umfasst 25 Familien mit 33 betroffenen 
Individuen, die sich mit klinischen Symptomen der FHHNC präsentierten und somit 
einer molekulargenetischen Untersuchung zugeführt worden waren.4  
In Tabelle 3.1 sind die klinischen Daten zusammengefasst und den Mutationen im 
CLDN16-Gen gegenübergestellt. 
Die Familien sind unterschiedlicher ethnischer Herkunft, mit einem Großteil der 
Familien aus Osteuropa stammend (Polen, Tschechische Republik, Slowenien, Bosnien-
Herzegowina und Mazedonien). Auch die meisten deutschen Familien kommen aus 
dem östlichen Teil Deutschlands, während die übrigen Familien tunesischer, 
algerischer, französischer und türkischer Herkunft sind. Elterliche Konsanguinität findet 
sich in fünf Familien (F3, F4, F8, F9 und F10). In acht Familien sind mehr als ein Kind 
betroffen (F1, F2, F5, F7, F8, F9, F14 und F21), wobei es sich in F14 um eineiige 
Zwillinge handelt. In einer Familie konnten keine Informationen zur Herkunft oder den 
verwandtschaftlichen Beziehungen der Eltern erhoben werden, da es sich um ein 
adoptiertes Kind handelt. 
Zwanzig der Betroffenen sind weiblichen und dreizehn männlichen Geschlechts, sodass 
das Verhältnis etwa 1:0,7 beträgt. Das mediane Alter bei Manifestation der Erkrankung 
liegt bei 3,5 Jahren mit der frühsten Manifestation mit zwei Monaten bei drei Patienten 
und der ältesten Patientin mit 18 Jahren. In den Familien mit mehreren Betroffenen 
führte die Diagnosestellung eines der Kinder zur Untersuchung der Geschwister. Bei 
einem Patienten (F21-1) wurde im Alter von drei Monaten bei einer abdominellen 
Sonographie im Rahmen einer Gastroenteritis die Nephrokalzinose als Zufallsbefund 
entdeckt und durch weitere Untersuchung die klinische Diagnose gestellt. 
Die häufigsten Symptome, die sich bei Erstmanifestation der Erkrankung zeigten, sind 
wiederholte Harnwegsinfekte, Polyurie/Polydipsie, Hämaturie und/oder eine 
                                                 
4 Die klinischen Daten des Geschwisterpaares der Indexfamilie F1 und der Patienten F10 und F25 wurden im Rahmen von 
Fallberichterstattungen [Manz et al., 1978; Gregoric et al., 2000; Tasic et al., 2005] und die Mutationsanalysen von acht Familien 
(F1-F8) wurden bereits publiziert [Weber et al. 2000]. Ein Follow-up des Geschwisterpaares F5 und F14 und des Patienten F6 
[Wolf et al., 2002; Zimmermann et al., 2006] und des Geschwisterpaares F8 [Kuwertz-Bröking et al., 2001] wurde veröffentlicht. 
Eine Nachfolgestudie mit Einschluss aller 33 Patienten von F1-F25 zu einer erneuten Analyse von Geno- und Phänotyp wurde 
kürzlich publiziert [Konrad et al., 2008]. 
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abakterielle Leukozyturie. Einige der Patienten fielen mit Nephrolithiasis, cerebralen 
Krampfanfällen, Muskeltetanien oder Bauchschmerzen auf. Die Symptome bei 
Erstmanifestation sind, nach Häufigkeit geordnet, in Tabelle 3.2 wiedergegeben. 
Extrarenale Manifestationen der Erkrankung im Sinne von okulären Anomalien finden 
sich bei zehn Patienten, wobei am häufigsten Kurzsichtigkeit auffiel (sechs Patienten 
von 31, 19%), seltener Weitsichtigkeit (ein Patient von 31, 3%), Stabsichtigkeit (zwei 
Patienten von 31, 7%), und/oder Strabismus (ein Patient von 31, 3%). Weitere 
extrarenale Manifestationen wie z.B. Hörminderung oder Taubheit fielen in diesem 
Kollektiv nicht auf. 
Bei Auftreten erster Symptome der Erkrankung wurden folgende 
differentialdiagnostische Überlegungen von den behandelten Pädiatern in Betracht 
gezogen: idiopathische Hyperkalziurie, Markschwammniere, Dent’s disease, distal-
renal-tubuläre Azidose (dRTA), Hyperprostaglandin-E-Syndrom/antenatales Bartter-























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Tabelle 3.2 Manifestationssymptome  
 
Manifestationssymptome Patientenanzahl 
Harnwegsinfekte 13/30 (43%) 
Polyurie/Polydipsie 8/30 (27%) 
Hämaturie 6/30 (20%) 
Abakterielle Leukozyturie 5/30 (17%) 
Nephrolithiasis 4/30 (13%) 
Wachstumsverzögerung 4/30 (13%) 
Cerebrale Krämpfe 4/30 (13%) 
Bauchschmerzen 3/30 (10%) 
Erbrechen/Ernährungsprobleme 3/30 (10%) 
Rachitis 2/30 (7%) 
Muskeltetanien 2/30 (7%) 
Enuresis 1/30 (3%) 
Zufallsbefund 1/30 (3%) 
Untersuchung aufgrund eines betroffenen Bruders/Schwester 4/30 (13%) 
 
 
3.1.2  Laborchemische Parameter 
Zur Diagnose einer FHHNC gehören der Symptomenkomplex bestehend aus 
Hypomagnesiämie, Hyperkalziurie, bilaterale Nephrokalzinose und das Fehlen einer 
hypokaliämischen metabolischen Alkalose. Alle betroffenen Patienten des Kollektivs 
zeigen erniedrigte Serummagnesiumspiegel (<0,65 mmol/l). Die minimalen 
Serummagnesiumspiegel eines jeden Patienten sind in Tabelle 3.1 wiedergegeben. Der 
durchschnittliche Wert (n=32) liegt bei 0,40 mmol/l.  
Eine Hyperkalziurie und ebenso eine Hypermagnesiurie (n=31) findet sich bei allen 
Patienten, wobei die altersabhängigen oberen Grenzwerte für Kalzium-Kreatinin- bzw. 
Magnesium-Kreatinin-Quotienten auf der Evaluation von Geven et al. [Geven et al., 
1993] und  Matos et al. [Matos et al., 1997] basieren. Im Durchschnitt ergibt sich eine 
maximale Kalziumausscheidung im 24-h-Sammelurin von 10,0 mg/kg (n=27).  
Eine Hypokalziämie wird gelegentlich bei FHHNC-Patienten beschrieben. Die 
Mehrzahl unserer Patienten zeigen normale Serumkalziumspiegel mit Werten 
>2,2 mmol/l, acht Patienten haben niedrignormale Werte zwischen 1,8 und 2,2 mmol/l 
und bei acht finden sich Spiegel <1,8 mmol/l. Zwei der hypokalziämischen Patienten 
zeigten in der Neonatalperiode Zeichen von Rachitis. 
 
3.1.3  Renale Sonographie und Nierenbiopsie 
Der Nachweis einer Nephrokalzinose gehört zum klinischen Symptomenkomplex der 
FHHNC. In der renalen Sonographie zeigen alle Patienten des Kollektivs eine bilaterlae 
Nephrokalzinose. Bereits zu Beginn der Erkrankung unabhängig von der vorliegenden 
GFR ist diese weit fortgeschritten. Charakteristisch bei ausgeprägter Nephrokalzinose 
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sind sonographisch nachweisbare echogene Kalzifikationen der gesamten 
Markpyramiden. Bei fünf der Patienten finden sich sonographisch Nierenzysten. Bei 
einigen wenigen Patienten wurden zu Beginn auch Röntgenaufnahmen des Abdomen 
angefertigt. Das typische radiologische Bild der Nephrokalzinose zeigt punkt- und 
stippchenförmige Ansammlungen zarter Kalkschatten in der Markregion, zu Beginn 
besonders im Bereich der Papillenspitzen mit evtl. Ausbildung keilförmiger Areale und 
seltener auch steinähnlicher Formationen. 
Bei elf der Patienten ist eine Nierenbiopsie durchgeführt worden. Hier zeigen sich 
Kalziumablagerungen besonders medullär, fokale lymphoplasmazelluläre Infiltrationen, 
segmentale und globale Sklerose der Glomeruli und zum Teil unreife Glomeruli, 
Atrophie der Tubuli und eine mehr oder minder ausgeprägte interstitielle Fibrose.  
 
3.1.4  Klinischer Verlauf der Erkrankung  
Im Mittel beträgt die Verlaufsbeobachtung der Patienten sieben Jahre (0,5 bis 25,5 
Jahre). Die klinischen Symptome, die die Patienten im Verlauf ihrer Erkrankung 
entwickeln, sowie die laborchemischen Veränderungen sind in Tabelle 3.3 festgehalten.  
Die Mehrzahl der Patienten entwickelt im Verlauf eine Polyurie und eine Polydipsie. 
Harnwegsinfekte sind eine häufige Komplikation und treten bei nahezu 70% der 
Patienten im Laufe der Erkrankung auf. Während bei Erstmanifestation etwa 13% eine 
Nephrolithiasis hatten, entwickeln im Verlauf 1/3 der Betroffenen symptomatische 
Nierensteine. Auch muskuläre Tetanien werden im Verlauf gehäuft gesehen (33%). Bei 
den meisten untersuchten Patienten zeigen sich eine inkomplette distal-renal-tubuläre 
Azidose, eine Hypozitraturie und eine Hyperurikämie. 
  
Tabelle 3.3 Klinische und laborchemische Veränderungen erhoben während des Beobachtungszeitraums 
Symptome Patientenanzahl 
Hypomagnesiämie 33/33 (100%) 
Hyperkalziurie 33/33 (100%) 
Nephrokalzinose 33/33 (100%) 
Polyurie/Polydipsie 28/31 (90%) 
Erhöhtes Serum iPTH1 22/25 (88%) 
Inkomplette dRTA2 17/20 (85%) 
Hypozitraturie 12/15 (80%) 
Harnwegsinfekte 22/32 (69%) 
Hyperurikämie 18/28 (64%) 
Muskeltetanien 10/30 (33%) 
Nephrolithiasis 10/31 (32%) 
Okuläre Anomalien 8/31 (26%) 
Cerebrale Krämpfe 5/30 (17%) 
Hörschädigung 0/33 (0%) 
1 iPTH, intaktes Parathormon; 2 dRTA, distal-renal-tubuläre Azidose 
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Erhöhte Parathormonspiegel auch bei noch erhaltener Nierenfunktion sind gehäuft bei 
den Patienten unseres Kollektivs messbar. Abbildung 3.1 zeigt die gemessenen 
Parathormonwerte (intaktes Parathormon) unserer Patienten und stellt diese 
Parathormonwerten eines Patientenkollektivs gegenüber, die an anderen 
Nierenerkrankungen leiden [Reichel et al., 1991]. Die jeweiligen Parathormonspiegel 
sind bezogen auf verschiedene Stadien der chronischen Niereninsuffizienz, eingeteilt in 
Gruppen mit verschieden stark reduzierter glomerulärer Filtrationsrate (GFR). Die 
Probanden des Vergleichkollektivs leiden an verschiedenen Glomerulonephritiden, 
vaskulärer/hypertensiver Nephropathie, Diabetes mellitus, chronischer Pyelonephritis 
und/oder Refluxnephropathie. Auffällig ist hier, dass FHHNC-Patienten im gleichen 
Stadium einer chronischen Niereninsuffizienz vergleichsweise höhere 
Parathormonspigel zeigen als Patienten, die aufgrund einer anderen Erkrankung 
niereninsuffizient wurden. Bereits FHHNC-Patienten mit normaler Nierenfunktion 
(GFR>90ml/min/1,73 m2) zeigen im Vergleich mit gesunden Probanden erhöhte 
Parathormonwerte. Der Mittelwert liegt für den jeweiligen Bereich einer 
Nierenfunktionseinschränkung deutlich über dem der Patienten mit anderen 
Nierenerkrankungen (Abbildung 3.1). Erhöhte Serumparathormonspiegel früh im 
Verlauf der Erkrankung unabhängig von der Nierenfunktion (GFR) wurden bereits 
























Abbildung 3.1 Vergleich der Parathormonwerte von FHHNC-Patienten mit anderen Patienten, die an 
unterschiedlichen Nierenerkrankungen leiden, bezogen auf die Einschränkung der Nierenfunktion (GFR-Rate).  
Parathormon gemessen als intaktes Parathormon; Normalwert: 1,2 -6,0 pmol/l. Parathormonspiegel von Patienten 
mit verschiedenen Nierenerkrankung (verschied. Glomerulonephritiden, vaskulärer/hypertensiver Nephropathie, 
Diabetes mellitus, chronischer Pyelonephritis und/oder Refluxnephropathie) bei verschiedenen Stadien der 
chronischen Niereninsuffizienz (schwarze Punkte) [Reichel et al., 1991] und Parathormonspiegel der FHHNC-
Patienten bei verschiedenen Stadien der chronischen Niereninsuffizienz (weiße Quadrate). Probanden und FHHNC-
Patienten mit normaler Nierenfunktion (GFR >90 ml/min/1,73 m2); 60-90, beginnende chronische Niereninsuffizienz 
(GFR =60-90 ml/min/1,73 m2); 40-60, milde chronische Niereninsuffizienz (GFR =40-60 ml/min/1,73 m2). Der 
Mittelwert jeder Gruppe ist durch eine horizontale Linie gekennzeichnet. 
 
 
3.1.5  Nierenfunktion in Abhängigkeit der Dauer der Erkrankung 
Als im Rahmen der Diagnosestellung die erste Bestimmung der Nierenfunktion bei den 
Patienten erfolgt ist, haben bereits elf eine chronische Niereninsuffizienz mit einer GFR 
<60 ml/min/1,73 m2. Sieben Patienten haben eine GFR >80 ml/min/1,73 m2 und 
dreizehn eine GFR von 60-80 ml/min/1,73 m2. Für zwei Patienten liegen keine Daten 
vor (Patientin F9-1 und Patient F9-1).  
Am Ende des Beobachtungszeitraumes sind bereits zwölf der 33 Patienten (36%) 
terminal niereninsuffizient, acht davon sind bereits transplantiert, vier befinden sich in 
einem Dialyseprogramm. Das mediane Alter bei Erreichen der terminalen 
Niereninsuffizienz liegt bei 14,5 Jahren (5,5 bis 37,5 Jahre). Weitere elf Patienten (33%) 
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leiden an chronischer Niereninsuffizienz mit einer GFR <60 ml/min/1,73 m2, während 
bei zehn Patienten (31%) weiterhin eine GFR >60 ml/min/1,73 m2 erhalten ist.  
Der Verlauf der Nierenfunktion in unserem Kollektiv von FHHNC-Erkrankten zeigt 
über den Beobachtungszeitraum von sieben Jahren eine deutliche Abnahme der GFR. 
Eine so deutliche und rasche Nierenfunktionsverschlechterung ist bei anderen 
hereditären Tubulopathien bisher nicht beschrieben. Der Therapieansatz mit 
Magnesiumsalzen, um den renalen Magnesiumverlust auszugleichen und die 
Verabreichung von Thiaziddiuretika, um die renale Kalziumausscheidung zu 
reduzieren, scheint den Prozess des Nierenfunktionsverlustes nicht aufhalten zu können.  
Jedoch ist auffällig, dass der Verlauf der Nierenfunktion sehr variabel ist und es nicht 
bei allen Patienten gleich schnell zu einer fortschreitenden Verschlechterung der 
Nierenfunktion kommt. Abbildung 3.2 zeigt den Verlauf der Nierenfunktion für die 
Patienten unseres Kollektivs (n=30) anhand der GFR. Für die Patienten F9-1, F9-2 und 
F11 liegen keine Daten zum Verlauf der GFR vor. Patient F8-1 zeigt z.B. eine rasche 
Abnahme der GFR innerhalb kürzester Zeit, beginnend mit einer GFR von 
33 ml/min/1,73 m2 im Alter von drei Jahren bei Manifestation der Erkrankung und 
Erreichen der terminalen Niereninsuffizienz innerhalb von 2,5 Jahren. Einige der 
Patienten erleben einen ähnlich rasch progredienten Verlauf, wenn auch nicht ganz so 
rasant wie bei Patient F8-1. Im Vergleich hierzu sind die Patientinnen F1-2 und F2-1 
erst sehr spät terminal niereninsuffizient geworden (mit 34 Jahren und respektive 37,5 
Jahren). Einige weitere Patienten zeigen am Ende des Beobachtungszeitraumes einen 
sehr stabilen Verlauf der Nierenfunktion, z.B. das Geschwisterpaar F5-1 und F5-2, F12 




















































Abbildung 3.2 Verlauf der GFR von 30 FHHNC-Patienten (keine Daten für F9-1, F9-2 und F11). Die GFR wurde wie 
beschrieben berechnet [Schwartz et al., 1987]. Bei Erreichen einer terminalen Niereninsuffizienz wurde bei allen 
Patienten eine Nierenersatztherapie begonnen (Dialyse oder Transplantation).  
 
 
3.2  Genotypisierung der Patienten 
 
3.2.1  Mutationsanalyse 
Die Analyse von Mutationen im CLDN16-Gen erfolgte mittels Einzelstrang-
Konformationspolymorphismen (single-strand conformational polymorphism analysis, 
SSCP oder SSCA) und anschließender direkter Sequenzierung.  
Für das Kollektiv der vorliegenden Arbeit ergeben sich bei den 25 Familien 15 
verschiedene Mutationen in der Gensequenz von CLDN16, die das kodierende Protein 
verändern (Tabelle 3.1). Alle gefundenen Mutationen kosegregieren mit dem Phänotyp 
und keine Mutation konnte in 100 Kontrollchromosomen nachgewiesen werden. Bei 31 
Patienten finden sich Mutationen auf beiden Allelen, davon zeigen 18 Patienten 
homozygote Mutationen und 13 Patienten compound heterozygote Mutationen. Bei 
Patient F19 konnte nur eine heterozygote Splice-Site-Mutation gefunden werden, 
obwohl die gesamte kodierende Region und die benachbarten Intron-Sequenzen 
analysiert wurden. Patientin F24 zeigt keine Mutation im CLDN16-Gen. 
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In unserem Kollektiv finden sich vierzehn neue Mutationen im Vergleich zu den zuvor 
publizierten Mutationen von Simon et al. [Simon et al., 1999] und acht neue Mutationen 
im Vergleich zu den bereits 2000 publizierten Mutationen von F1-F8 [Weber et al., 
2000]. Fünf dieser neuen Mutationen sind Punktmutationen mit Folge eines einfachen 
Aminosäureaustausches, eine Frameshift-Mutation (Leserasterverschiebung) mit 
vorzeitigem Abbruch der Translation und zwei Splice-Site-Mutationen.5 
In Abbildung 3.3 ist das Claudin-16-Protein mit den aus den verschiedenen Mutationen 
resultierenden Aminosäureveränderungen dargestellt. Betrachtet man alle Allele, die 
eine Mutation aufweisen, so betreffen 67% (31 von 46) einen Aminosäureaustausch in 
der ersten extrazellulären Schleife von Claudin-16. Vergleiche der Aminosäuresequenz 
von Claudin-16 mit anderen Mitgliedern der Claudin-Familie zeigen hier eine besonders 
große Sequenzübereinstimmung. Vier verschiedene Mutationen im Bereich der ersten 
extrazellulären Schleife (Leu145Pro, Arg149Leu, Leu151Thr und Leu151Phe) betreffen 
Aminosäurepositionen, die innerhalb der Claudin-Familie stark konserviert sind.  
Auffällig ist das gehäufte Vorkommen der Mutation Leu151Phe (48% der mutierten 
Allele). Unsere Arbeitsgruppe konnte mittels Haplotypen-Analyse mit 
Mikrosatellitenmarkern, die das CLDN16-Gen flankieren, und der Analyse eines im 
Intron des CLDN16-Gens gelegenen Polymorphismus den Verdacht auf einen 
gemeinsamen Vorfahren aller Patienten mit einer Leu151Phe Mutation erhärten 
(„Founder Effekt“).  
Bei drei Familien des Kollektivs findet sich eine Frameshift-Mutation, die eine 
Aminosäure in Position 55 betrifft. Die frameshift-Mutation entsteht durch den Ersatz 
von zwei Guanin-Basen durch ein einzelnes Cytosin. Dies führt zu einem Abbruch des 
Proteins vor der ersten transmembranen Domäne, indem es eine Nonsense-
Aminosäuresequenz von der Aminosäureposition 55 bis 89 induziert, gefolgt von einem 
TGA-Stoppcodon an Position 90. Auffällig ist, dass zusätzlich zu dieser frameshift-
Mutation, eine weitere Mutation auf dem selbem Allel nur weiter in Richtung COOH-
Terminus vorliegt. Zwei Mutationen auf dem selbem Allel sind aber sehr ungewöhnlich. 
Eine Analyse von 72 Kontrollchromosomen zeigte für die Frameshift-Mutation an 
Position 55 eine Häufigkeit von 16,7 %. Folglich lässt sich ein gewöhnlicher 
Polymorphismus eher denn eine pathogenetisch wirksame Mutation vermuten. Wie 
bereits Simon et al. anführte, zeigt Claudin-16 im Gegensatz zu anderen Claudinen, 
deren intrazellulärer NH2-Terminus nur 6 bis 7 Aminosäuren lang ist, einen 
                                                 
5 Mutationsanalysen von acht Familien (F1-F8) des in dieser Arbeit vorgestellten Patientenkollektives wurden bereits 2000 
publiziert [Weber et al., 2000].  
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zytoplasmatischen NH2-Terminus von 73 Amniosäurenlänge [Simon et al., 1999]. 
Claudin-16 besitzt ein zweites Methionin mit einer passenden Kozak-
Konsensussequenz an Position 71 analog zum Startbeginn anderer Claudine, sodass 
möglicherweise in vivo die Translation erst hier beginnt und sich damit die Frameshift-






































Abbildung 3.3 Proteinmodell von Claudin-16 (Aminosäurereste abgebildet als Kreise, die Lipidschicht der 
Zellmembran ist grau dargestellt, intrazellulärer NH2- und COOH-Terminus). Aminosäurereste, die in Folge der in 
unserem Kollektiv gefundenen Mutationen im CLDN16-Gen verändert sind, sind schwarz dargestellt (Neue 
Mutationen sind unterstrichen). Die zwei neuen Splice-Site Mutationen sind nicht gezeigt. Geladene Aminosäuren 
(Wildtyp) in den extrazellulären Schleifen sind markiert. Die oben genannten Ergebnisse der Mutationsanalyse und 
Sequenzvergleiche mit anderen Claudinen sprechen dafür, dass Claudin-16 kürzer ist, als zuvor angenommen, 
daher sind die ersten 70 Aminosäuren des NH2-Terminus und das Methionin an Position 1 grau markiert. Der 
eigentliche Translationsbeginn (Methionin 71) ist markiert.  
 
 
3.2.2  Genotyp-Phänotyp-Korrelation und intrafamiliäre Variabilität 
Die Ergebnisse der Mutationsanalyse für das CLDN16 Gen wurden mit den klinischen 
Daten der Patienten verglichen. Eine eindeutige Beziehung zwischen Geno- und 
Phänotyp lässt sich dabei jedoch nicht erkennen. Eine Beziehung zwischen einer 
bestimmten Mutation und einem besonders schwerwiegenden bzw. leichteren Verlauf 
der Erkrankung, die einen Rückschluss auf die Bedeutsamkeit dieser Mutation für das 
Protein ergibt, ist nicht ersichtlich.  
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Wie bereits zuvor dargestellt, ist der Verlauf der Nierenfunktion sehr variabel mit einer 
Mehrzahl rasch progredienter Verläufe. Eine Korrelation zwischen Nierenfunktions-
verlauf und bestimmten Mutationen scheint aber nicht zu existieren. Ein Vergleich der 
Träger der homozygoten Leu151Phe Mutation untereinander zeigt für drei Betroffene 
(F14-1, F14-2 und F13) einen eher rasch progredienten Verlust der Nierenfunktion, 
während bei den anderen Patienten (F7-1, F7-2, F17, F18, F22 und F25) ein eher 
moderater oder sogar stabiler Verlauf vorliegt. Andere Mutationen lassen sich aufgrund 
der geringen Anzahl schlecht miteinander vergleichen.  
Auf der anderen Seite fällt bezüglich des Verlaufs der Nierenfunktion eine weitgehende 
intrafamiliäre Konkordanz auf. So zeigen die Geschwister von F5 einen milden Verlauf, 
die Geschwisterpaare F1, F7 und F21 einen moderaten Verlauf und die Patientinnen der 
Familie F14 (eineiige Zwillinge) einen eher schweren Verlauf (Abbildung 3.2). Eine 
solche intrafamiliäre Konkordanz lässt sich für die Familien F2 und F8 allerdings nicht 
nachweisen. Patientin F2-1 ist erst mit 37 Jahren terminal niereninsuffizient geworden, 
der Bruder (F2-2) bereits mit 13,5 Jahren. Wie bereits oben erwähnt, ist der Verlust der 
Nierenfunktion bei Patient F8-1 rasant mit dem Beginn der Dialyse im Alter von 5,5 
Jahren, während bei seiner Schwester am Ende des Beobachtungszeitraumes mit acht 
Jahren eine stabile Nierenfunktion mit einer GFR von 60 ml/min/1,73 m2 vorliegt. Ein 
valider Vergleich lässt sich allerdings bei unterschiedlichem Alter zum Zeitpunkt der 
Studie nicht ziehen. 
Ein Zusammenhang zwischen dem Geschlecht der Patienten und dem Verlauf der 
Nierenfunktion lässt sich nicht herstellen. 
Bezüglich weiterer Symptome ergibt sich keine Beziehung zwischen Geno- und 
Phänotyp. Extrarenale Manifestationen der Erkrankung wie okuläre Anomalien, lassen 
sich nicht gehäuft bei bestimmten Mutationen nachweisen. Die Wahrscheinlichkeit 
bezüglich des Auftretens eines Harnwegsinfektes oder von Nierensteinen lässt sich 





3.3  Familienuntersuchung 
 
3.3.1  Klinische Charakterisierung 
Im Rahmen der Familienuntersuchung zeigt sich ein gehäuftes Auftreten von 
Nephrolithiasis, Nephrokalzinose, rezidivierenden Harnwegsinfekten und/oder 
Hyperkalziurie in der Anamnese oder bei den durchgeführten Untersuchungen im 
Rahmen der Studie bei ansonsten gesunden Familienangehörigen, wie es bereits andere 
Autoren beschrieben haben [Praga et al., 1995]. Ein gehäuftes Auftreten einer 
Markschwammniere, wie Praga et al. beschrieb, findet sich in unserem Kollektiv nicht.  
Insgesamt wurden 23 Familien in die klinische Charakterisierung eingeschlossen. Zur 
Familie F9 konnten keine klinischen Daten gewonnen werden, bei Familie F11 konnten 
weder klinische noch genetische Daten erhoben werden, da es sich um ein adoptiertes 
Kind handelt. Nephrolithiasis, Nephrokalzinose, rezidivierende Harnwegsinfekte 
und/oder Hyperkalziurie finden sich bei 56% (13 von 23) der Familien, wobei eine 
Nephrolithiasis von den im Fragebogen erfassten klinischen Daten am häufigsten ist. 
Insgesamt wurden 64 erst- und zweitgradige Familienangehörige anhand der von den 
jeweiligen pädiatrischen Zentren zur Verfügung gestellten Fragebögen (Kapitel 2.1.2; 
Originalfragebogen im Anhang) klinisch charakterisiert. Für vier Familienangehörige 
besteht nur der anamnestische Hinweis auf eine Symptomatik. So ergibt die Anamnese 
des Großvaters mütterlicherseits in Familie F19 und der Großmutter und des Onkels 
mütterlicherseits in Familie F22 eine Nephrolithiasis. Eine weitere klinische 
Untersuchung der jeweiligen Angehörigen ist aber nicht möglich, da der Großvater 
mütterlicherseits in Familie F19 und die Großmutter mütterlicherseits in Familie F22 
bereits verstorben sind und der Onkel mütterlicherseits in Familie F22 einer weiteren 
klinischen Untersuchung nicht zugänglich ist. Auch die Schwester in Familie F4 ist zum 
Zeitpunkt der Studie bereits verstorben. Anamnestisch lag bei ihr eine Nephrokalzinose 
vor. Ob es sich hier um eine FHHNC-Erkrankte handelt oder eine symptomatische 
heterozygote Mutationsträgerin, lässt sich somit nicht klären. Die genannten vier 
symptomatischen Familienangehörigen konnten auch keiner molekulargenetischen 
Untersuchung zugeführt werden.  
Symptomatische Familienangehörige im Sinne der Studie und deren genetische Daten 
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Abbildung 3.4 Ergebnisse der Familienuntersuchung für Familie F1 bis F25. Familienangehörige, die von 
Hyperkalziurie (HC), Nephrolithiasis (NL), Nephrokalzinose (NC) und/oder rezidivierenden Harnwegsinfekten (HWI) 
betroffen sind, sind durch Pfeile markiert. Schwarz ausgefüllte Symbole stellen betroffene Patienten und zur Hälfte 
schwarz gefüllte Symbole stellen heterozygote Mutationsträger dar. Kreise stehen für weibliche und Quadrate für 
männliche Personen. Ein Doppelbalken markiert Konsanguinität. Verstorbene Familienmitglieder sind durch einen 
Schrägstrich durch das Symbol gekennzeichnet. Familienmitglieder, von denen keine Blutprobe erhalten werden 





3.3.2  Genetische Charakterisierung 
Die Familienuntersuchung beinhaltet eine genetische Charakterisierung des für die 
FHHNC-Erkrankung verantwortlichen CLDN16-Gens. Ein Screening auf CLDN16-
Mutationen erfolgte mit SSCP (single-strand conformation polymorphism) Analyse. 
SSCP-Analysen wurden bei zwei verschiedenen Temperaturen durchgeführt, 4°C und 
15°C. Um mittels PCR die kodierende CLDN16-Sequenz (Exon 1-5) genomischer DNA 
zu amplifizieren, wurden überlappende Primer verwendet, passend zur Sequenz des 
humanen CLDN16-Gens. Die Primer-Sequenzen sind in Tabelle 3.4 dargestellt. 
Amplifizierte Genprodukte wurden mittels Polyacrylamidgelelektrophorese getrennt. 
Exone mit Konformationsveränderungen wurden direkt sequenziert (Kapitel 2.1.2 
Vorgehensweise der genetischen Untersuchung). 
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Tabelle 3.4 Primer-Sequenzen für SSCP und Sequenzierung des CLDN16-Gens 
  
Primer Name Exon Forward-Primer Reverse-Primer 
h-claudin-16ex1a 1 CTCAGCCCTTGCACTGACCTG CACTTAAGTGGCGGGTGTCAGTC 
h-claudin-16ex1b 1 GTATTTTCACATTGCCAGGTACCAG CAACAGTCAGTCCAGGTGGCCAC 
h-claudin-16ex1c 1 TGTCTGCCCATGTTGCCATCCTG TTAGCGAAAATTTGGGCTGGCCTG 
h-claudin-16ex2 2 GAATTGTTTCACACGGTGTCTTCTC CAAGCAGTGAGCTCTAAGGCATACGTAC 
h-claudin-16ex3 3 TGACTTTTACCGGAGGGGTGTG CCTACCCCTGTTGCTAGTCCAG 
h-claudin-16ex4 4 TCCCCTATTATTTGTAGCATCCTC GGGAAAAACGATAGTGGAGGCAAG 
h-claudin-16ex5 5 TTTCCCAAGTTCACTGAGTTCTAC TCTAAATAACTGTTCCTGGATTGAC 
 
 
Tabelle 3.5 fasst die gesamten genetischen und klinischen Daten der 
Familienangehörigen zusammen. Insgesamt sind 66 Familienangehörige einer 
molekulargenetischen Untersuchung zugeführt worden. Die Eltern in Familie F9 sind 
heterozygot für eine CLDN16-Mutation, konnten aber klinisch nicht untersucht werden, 
sodass insgesamt 64 Familienangehörige klinisch wie genetisch charakterisiert wurden. 
Für die Eltern der betroffenen FHHNC-Patienten konnten jeweils passend eine 
heterozygote Mutation, die die Patienten homozygot oder compound heterozygot 
zeigen, nachgewiesen werden. In Familie F16 konnte der Vater nicht untersucht werden, 
da er bereits verstorben ist. Die Mutter zeigt heterozygot die splice site Mutation, sodass 
der Vater vermutlich die Leu151Phe Mutation trug. Auch die Eltern von Patientin F11 
wurden nicht untersucht, da es sich um ein adoptiertes Kind handelt. Obwohl die 
gesamte codierende Region und die benachbarten Intron-Sequenzen analysiert wurden, 
findet sich für die Mutter der Familie F19 keine Mutation. Für den betroffenen Patient 
der Familie F19 ist nur eine splice-site-Mutation nachgewiesen worden. Für die Eltern 
in Familie F24 ergibt sich ebenso wie für ihre Tochter keine Mutation im CLDN16-
Gen, sodass es sich hier möglicherweise um eine andere Entität handelt. Die Eltern und 
die zwei Schwestern der Familie F4 zeigen heterozygot die Gly239Arg-Mutation, aber 
auf gleichem Allel die frameshift-Mutation, die eine Aminosäure in Position 55 betrifft 
(Arg55fs). Wahrscheinlich handelt es sich, wie bereits oben diskutiert (Kapitel 3.1.6), 
um einen gewöhnlichen Polymorphismus eher denn eine pathogenetisch wirksame 
Mutation. 
Von den genetisch wie klinisch untersuchten erst- und zweitgradigen Angehörigen 
(n=64) sind 53 (83%) heterozygot und für elf (17%) konnte keine Mutation 
nachgewiesen werden, obwohl die gesamte codierende Region und die benachbarten 
Intron-Sequenzen analysiert wurden. Von den 64 genetisch wie klinisch untersuchten 
Personen sind fünfzehn (23%) symptomatisch und 49 (76%) zeigen am Ende des 
Beobachtungszeitpunktes keine klinischen Symptome im Sinne des Fragebogens. 
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Betrachtet man alle symptomatischen Personen, so sind 93% (vierzehn von fünfzehn) 
heterozygot für CLDN16-Mutationen. Nur der Onkel mütterlicherseits in Familie F5 
leidet an Nephrolithiasis, eine CLDN16-Mutation wurde bei ihm aber nicht 
nachgewiesen. Für symptomatische Familienangehörige ergibt sich klinisch kein 
Hinweis auf eine Erkrankung an FHHNC und im CLDN16-Gen wurde keine 
homozygote oder compound heterozygote Mutation gefunden.  
 
Ein Zusammenhang zwischen einzelnen Mutationen und einer vorhanden Symptomatik 
ergibt sich nicht. Ein gehäuftes Auftreten von z.B. Hyperkalziurie oder Nephrolithiasis 
bei einer bestimmten Mutation ist nicht zu verzeichnen, sodass eine Korrelation 
zwischen dem Phänotyp heterozygoter CLDN16-Mutationsträger und einer bestimmten 
Mutation sich nicht herleiten lässt. Betrachtet man alle symptomatischen Angehörigen 
und die jeweilige Mutation im CLDN16-Gen, so wird erkennbar, dass nahezu bei jeder 
gefundenen Mutation unseres Kollektivs zumindest ein symptomatischer heterozygoter 
Mutationsträger existiert (Tabelle 3.5). 
Auch eine intrafamiliäre Konkordanz bezüglich symptomatischer heterozygoter 
CLDN16-Mutationsträger ergibt sich nicht. 
 
Tabelle 3.5 Klinische und genetische Daten der Familienangehörigena 
Familie Angehörige Zygosität Nukleotidaustausch Konsequenz d. Mutation Symtomatik 
F1 Vater hetero 350(TGG→TAG) Trp117X NL 
F1 Mutter hetero 453(TTG→TTT) Leu151Phe  
F2 Vater hetero 453(TTG→TGG) Leu151Trp  
F2 Mutter hetero 453(TTG→TTT) Leu151Phe  
F3 Vater hetero 593(GGT→GCT) Gly198Ala  
F3 Mutter hetero 593(GGT→GCT) Gly198Ala NL, HC 
F3 Schwester ND    
F3 Bruder hetero 593(GGT→GCT) Gly198Ala  
F4 Vater hetero-(hetero) 715(GGA→AGA)-[165/166 del(GG)→ins(C)] Gly239Arg-(Arg55fs)  
F4 Mutter hetero-(hetero) 715(GGA→AGA)-[165/166 del(GG)→ins(C)] Gly239Arg-(Arg55fs)  
F4 Schwester hetero-(hetero) 715(GGA→AGA)-[165/166 del(GG)→ins(C)] Gly239Arg-(Arg55fs)  
F4 Schwester verstorben   NC 
F4 Schwester hetero-(hetero) 715(GGA→AGA)-[165/166 del(GG)→ins(C)] Gly239Arg-(Arg55fs)  
F4 Bruder keine Mutation    
F5 Vater hetero 453(TTG→TTT) Leu151Phe  
F5 Mutter hetero 434(CTG→CCG) Leu145Pro  
F5 Bruder  ND    
F5 Onkel ms keine Mutation   NL 
F5 Tante ms hetero 434(CTG→CCG) Leu145Pro NL 
F6 Vater hetero  453(TTG→TTT) Leu151Phe  
F6 Mutter hetero 715(GGA→AGA) Gly239Arg  
F6 Schwester hetero 453(TTG→TTT) Leu151Phe  
F7 Vater hetero 453(TTG→TTT) Leu151Phe  
F7 Mutter hetero 453(TTG→TTT) Leu151Phe NL, HC 
F8 Vater hetero-(hetero) 421(CAT→GAT)-[165/166 del(GG) →ins(C)] His141Asp-(Arg55fs)  
F8 Mutter hetero-(hetero) 421(CAT→GAT)-[165/166 del(GG) →ins(C)] His141Asp-(Arg55fs)  
F8 Schwester ND    
F9 Vater hetero 646/647(CGT→ACT) Arg216Thr ND 
F9 Mutter hetero 646/647(CGT→ACT) Arg216Thr ND 
F10 Vater hetero 434(CTG→CCG) Leu145Pro  
F10 Mutter hetero 434(CTG→CCG) Leu145Pro  
F11 adoptiert ND    
F12 Vater hetero-(hetero) 453(TTG→TTT)-[165/166 del(GG) →ins(C)] Leu151Phe-[Arg55fs]  
F12 Mutter hetero 625(GCT→ACT) Ala209Thr NL 
F12 Schwester keine Mutation    
F12 Großvater  ms hetero 625(GCT→ACT) Ala209Thr NL 
F12 Großmutter ms ND    
F13 Vater hetero 453(TTG→TTT) Leu151Phe  
F13 Mutter hetero 453(TTG→TTT) Leu151Phe  
F14 Vater hetero 453(TTG→TTT) Leu151Phe  
F14 Mutter hetero 453(TTG→TTT) Leu151Phe  
F14 Schwester keine Mutation    
F15 Vater hertero 446(CGA→CTA) Arg149Leu  
F15 Mutter hetero 446(CGA→CTA) Arg149Leu  
F15 Bruder hetero 446(CGA→CTA) Arg149Leu  
F15 Bruder keine Mutation    
F15 Bruder ND    
F16 Vater verstorben vermutl. 453(TTG→TTT) vermutl. Leu151Phe  
F16 Mutter hetero 785-14(T→G) Splice-Site-Mutation HC 
F16 Schwester hetero 453(TTG→TTT) Leu151Phe  
F17 Vater hetero 453(TTG→TTT) Leu151Phe  
F17 Mutter hetero 453(TTG→TTT) Leu151Phe  
F18 Vater hetero 453(TTG→TTT) Leu151Phe  
F18 Mutter hetero 453(TTG→TTT) Leu151Phe  
F18 Bruder hetero 453(TTG→TTT) Leu151Phe HC 
F19 Vater hetero 325-5(T→G) Splice-Site-Mutation  
F19 Mutter keine Mutation    
F19 Schwester ND    
F19 Großvater ms verstorben   NL 
F19 Großmutter ms ND    
F20 Vater hetero 453(TTG→TTT) Leu151Phe  
F20 Mutter hetero 434(CTG→CCG) Leu145Pro  
F20 Bruder keine Mutation    
F21 Vater hetero 368del(A) Asn123fs HC, HWI 
F21 Mutter hetero 434(CTG→CCG) Leu145Pro  
F22 Vater hetero 453(TTG→TTT) Leu151Phe NC 
F22 Mutter hetero 453(TTG→TTT) Leu151Phe  
F22 Schwester ND    
F22 Großmutter vs hetero 453(TTG→TTT) Leu151Phe NL 
F22 Großvater vs ND    
F22 Onkel ms  ND   NL 
F22 Großvater ms ND    
F22 Großmutter ms verstorben   NL 
F23 Vater hetero 703(TCC→CCC) Ser235Pro HC, NL, HWI 
F23 Mutter hetero 453(TTG→TTT) Leu151Phe  
F23 Schwester ND    
F24 Vater keine Mutation    
F24 Mutter keine Mutation    
F24 2 Geschwister ND    
F25 Vater hetero 453(TTG→TTT) Leu151Phe  
F25 Mutter hetero 453(TTG→TTT) Leu151Phe HC 
F25 Bruder keine Mutation    
F25 Großvater ms hetero 453(TTG→TTT) Leu151Phe NL 
F25 Großmutter ms keine Mutation       
ms, mütterlicherseits; vs, väterlicherseits; hetero,  heterozygot; del, Deletion; ins, Insertion; X, stop Codon; fs, Frameshift; ND, No Data; NL, 
Nephrolithiasis; HC, Hyperkalziurie;  NC, Nephrokalzinose; HWI, Harnwegsinfekt 
a Die Nummerierung der DNA-Nukleotid- und Aminosäureposition bezieht sich auf EMBL/GenBank/DDBJ accesion Nr. AF152101. 
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4  Diskussion 
 
Im Zentrum der vorliegenden Arbeit steht die Charakterisierung von Patienten, die an 
familiärer Hypomagnesiämie mit Hyperkalziurie und Nephrokalzinose (FHHNC) 
leiden, einer seltenen hereditären Erkrankung mit renalem Magnesiumverlust. 
Mutationen im CLDN16-Gen, welches für das renale Tight Junktion Protein Claudin-16 
kodiert, konnten als ursächlicher genetischer Defekt bei FHHNC-Patienten identifiziert 
werden [Simon et al., 1999].  
Die phänotypische Beschreibung dieser Patienten soll eine bessere und schnellere 
Diagnosestellung und eine Abgrenzung zu anderen Magnesiumverlusterkrankungen 
ermöglichen. Hereditäre Störungen der Magnesiumhomöostase stellen nur einen kleinen 
Teil von Störungen im Magnesiumstoffwechsel dar, aber anhand dieser seltenen 
erblichen Erkrankungen können Einblicke in die Magnesiumphysiologie gewonnen 
werden. In jüngster Zeit konnte nicht nur für FHHNC der zu Grunde liegende 
Gendefekt identifiziert werden, sondern eine Vielzahl von weiteren Genen und deren 
Proteine, die an der Pathogenese dieser Erkrankungen beteiligt sind. Diese neuen 
Erkenntnisse ermöglichen es, die Transport- und Regulationsvorgänge von Magnesium 
auf molekularer Ebene besser zu verstehen.  
 
An die Darstellung des Phäno- und Genotyps der FHHNC-Patienten in Kapitel 3 
schließt sich nun die Einordnung der Ergebnisse in ein Gesamtkonzept an. Dies soll in 
drei Abschnitten geschehen. Zunächst wird die Analyse der klinischen Daten mit 
besonderem Augenmerk auf das Fortschreiten der Niereninsuffizienz im Vergleich 
anderer Erkrankungen dargestellt. Im zweiten Abschnitt erfolgt eine Analyse der 
genetischen Daten mit einer anschließenden Phänotyp-Genotyp-Gegenüberstellung. 
Molekulare Mechanismen von Mutationen im CLDN16-Gen, die mit FHHNC assoziiert 
sind, sowie strukturelle und funktionelle Eigenschaften von Claudin-16 werden im 
Zusammenhang neuer Forschungsergebnisse diskutiert. Abschließend werden die 
Ergebnisse der klinischen und genetischen Charakterisierung der Familienuntersuchung 





4.1  Analyse der Patienten-Phänotypisierung  
 
Die Phänotypisierung der betroffenen Patienten zeigt, dass die Erkrankung sich meist 
bereits in der frühen Kindheit manifestiert. Die häufigsten Symptome bei Manifestation 
sind rezidivierende Harnwegsinfekte, Polyurie/Polydipsie, Hämaturie und abakterielle 
Leukozyturie. In den zuvor veröffentlichten kleineren klinischen Studien und einzelnen 
Fallberichten (Kapitel 1.2.1) haben sich ähnliche Symptome in unterschiedlicher 
Häufung gezeigt. In unserem Kollektiv liegt das mediane Alter bei Manifestation der 
ersten Symptome bei 3,5 Jahren (n=30). Häufig zeigt sich eine gewisse Latenz von den 
ersten Symptomen bis zur Diagnosestellung. Kari et al. fanden bei sieben Patienten ein 
mittleres Alter von 1,5 Jahren bei Manifestation der Erkrankung und bei 
Diagnosestellung von 5,9 Jahren [Kari et al., 2003]. Die häufig erst spät gestellte 
Diagnose ist möglicherweise durch die nicht routinemäßige Bestimmung des 
Serummagnesiumspiegels und die Seltenheit der Erkrankung zu erklären.  
Die endgültige Diagnose einer FHHNC-Erkrankung wird aufgrund der Trias 
Hypomagnesiämie, Hyperkalziurie und Nephrokalzinose gestellt. Alle Patienten der 
Studie zeigen wie erwartet eine Hypomagnesiämie, aber meist ein normales 
Serumkalzium mit Tendenz zur Hypokalziämie, ein gut bekanntes Phänomen. Erhöhte 
iPTH-Werte und die geringere Abhängigkeit der Kalziumhomöostase vom 
parazellulären Transportweg könnten vielleicht den normalen Kalziumspiegel bei 
FHHNC-Patienten erklären [Quamme, 1997]. In unserem Kollektiv sehen wir erhöhte 
PTH-Spiegel unabhängig von der renalen Funktion und schon bevor eine chronische 
Niereneinschränkung eintritt, was auch von anderen Autoren beobachtet wurde [Praga 
et al., 1995; Konrad et al., 2008]. Die erhöhten PTH-Werte vor Auftreten einer 
chronischen Niereninsuffizienz können durch den massiven Kalziumverlust und der 
dadurch folgenden Kalziummobilisation aus dem Knochen erklärt werden. Zusätzlich 
ist die Hypomagnesiämie ein Stimulus für PTH-Sekretion [Quamme und de Rouffignac, 
2000]. Allerdings bildet eine sehr schwere Hypomagnesiämie die Ausnahme, da in 
diesem Fall ein eher inhibitorischer Effekt auf die PTH-Sekretion vorzuliegen scheint 
[Rodríguez-Soriano et al., 1987]. Dies wird z.B. bei Patienten mit Hypomagnesiämie 
mit sekundärer Hypokalziämie (HSH) gehäuft beobachtet. Bei diesen Patienten ist trotz 
Hypokalziämie PTH häufig stark erniedrigt [Shalev et al., 1998]. Aber die 




Eine zweite Erklärung für die meist normalen Kalziumspiegel bei FHHNC-Patienten 
könnte in einer möglichen Kompensation durch erhöhte intestinale Resorption liegen. 
Außerdem erfolgt in der Niere die Rückresorption von Kalzium ins medulläre 
Interstitium bei FHHNC wahrscheinlich über transzellulären Transport durch TRPV5 
(„transient receptor potential vanilloid channel 5“) Kalzium-Kanäle im DCT und den 
Sammelrohren [Hoenderop et al., 2003; Magaldi et al., 1989], sodass die 
Kalziumhomöostase vom parazellulären Transportweg geringer abhängig zu sein 
scheint.  
Claudin-16-defiziente knockdown-Mäuse wiesen eine Nephrokalzinose auf [Hou et al., 
2007]. Die pathophysiologischen Veränderungen dieser Mäuse sind denen von 
FHHNC-Patienten sehr ähnlich: trotz der erhöhten Kalziumausscheidung ist das 
Serumkalzium normal. Die extrazelluläre Kalziumkonzentration wird durch Niere, 
Darm und Knochen über calcitrope Hormone wie PTH und Vitamin D3 geregelt. Die 
knockdown-Mäuse hatten normale PTH-Werte, aber erhöhte Vitamin D3-Spiegel und 
unter kalziumarmer Diät waren Knochenmineralgehalt und Knochendichte reduziert. 
Wahrscheinlich wird in diesem Claudin-16-defizienten Mausmodell der renale 
Kalziumverlust über eine Erhöhung von Vitamin D3 mit folgender intestinaler 
Resorptionssteigerung von Kalzium ausgeglichen [Hou et al., 2007].  
Die erhöhten iPTH-Werte bei FHHNC-Patienten waren unabhängig von der GFR, aber 
korrelierten gut mit dem verzögerten Knochenalter der Patienten [Wolf et al., 2002]. 
Eine Wachstumsverzögerung bei angeborenen Tubulopathien unabhängig von der GFR 
wurde bereits gezeigt [Haffner et al., 1999] und ist für FHHNC typisch [Blanchard et 
al., 2001; Kuwertz-Bröking et al., 2001]. Calcitriolgaben bei erhöhten iPTH-Werten 
(iPTH >100 pg/ml) und Kalziumsubstitution bei niedrigem Serumkalzium sind wichtig, 
um einer Wachstumsverzögerung entgegenzuwirken. Durch Therapie mit 
Calcitriol/Cholecalciferol in Kombination mit Kalzium und Hydrochlorothiazid konnte 
ein Aufholen des Skelettalters und des Wachstumsrückstandes gezeigt werden, sowie 
eine Verminderung der iPTH-Werte [Wolf et al., 2002].  
 
4.1.1 Rasches Fortschreiten der Niereninsuffizienz – ein typisches Merkmal der 
FHHNC 
In unserem Kollektiv zeigt sich bei Diagnosestellung bereits bei 33% der Patienten eine 
deutlich eingeschränkte Nierenfunktion mit einer GFR<60ml/min/1,73 m2. Am Ende 
des Beobachtungszeitraumes sind bereits 36% der Patienten terminal niereninsuffizient 
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und weitere 33% zeigen eine GFR<60ml/min/1,73 m2. Eine rasche Verschlechterung 
der Nierenfunktion und das Erreichen einer terminalen Niereninsuffizienz in der ersten 
oder zweiten Lebensdekade wurde bei FHHNC-Patienten häufig beobachtet [Praga et 
al., 1995] und scheint im Gegensatz zu anderen erblichen Tubulopathien ein typisches 
Merkmal dieser Erkrankung zu sein. Etwa ein Drittel der Patienten wird bereits in der 
Adoleszenz terminal niereninsuffizient und benötigt eine Nierenersatztherapie. Auffällig 
ist aber eine starke Variabilität bezüglich der Progression der Nierenfunktion in 
unserem Kollektiv. Einige Patienten zeigen eine stabile Nierefunktion mit normaler 
GFR noch in der zweiten Lebensdekade, während andere Patienten bereits in der frühen 
Kindheit terminal niereninsuffizient sind. Einen ethnischen Hintergrund, wie Kari et al. 
in einer kleinen Fallstudie vermuteten [Kari et al., 2003], lässt sich in unserem Kollektiv 
mit Patienten aus Europa und dem afrikanischen Kontinent nicht bestätigen.  
Eine Erklärung für den durch progredientes Nierenversagen komplizierten Verlauf der 
FHHNC-Erkrankung ist bisher nicht gelungen. Die pathophysiologische Grundlage, die 
zum Nierenversagen führt, ist unklar. Der Verlust oder die gestörte Funktion von 
Claudin-16 scheint im TAL zu einer geminderten Reabsorption von Magnesium zu 
führen, woraus ein ausgeprägter Magnesiumverlust über die Niere und in der Folge eine 
schwere Hypomagnesiämie entsteht [Simon et al., 1999]. Die Transportsysteme von 
Kalzium und Magnesium im TAL sind miteinander gekoppelt und die Reabsorption 
beider divalenter Kationen erfolgt über den parazellulären Weg [Quamme, 1997]. 
Daraus kann gefolgert werden, dass der renale Defekt mit Magnesiumverlust ebenso die 
Kalziumausscheidung betrifft und eine Assoziation zwischen der erhöhten Magnesium- 
und der erhöhten Kalziumausscheidung existiert. Inaktivierende Mutationen im 
CLDN16-Gen führen zu einer Störung der renal-tubulären Reabsorption von 
Magnesium und Kalzium, wie es typisch für FHHNC-Patienten ist [Simon et al., 1999]. 
Blanchard et al. lieferten die ersten funktionellen Daten bei FHHNC-Patienten und 
zeigten, dass die parazelluläre Magnesium- und Kalziumreabsorption im TAL 
tatsächlich selektiv bei diesen Patienten gestört ist, während die tubuläre NaCl-
Reabsorption intakt ist [Blanchard et al., 2001].  
Auf verschiedene Faktoren, die eine Rolle im raschen Fortschreiten der 
Niereninsuffizienz bei FHHNC-Patienten spielen könnten, soll in den folgenden 




4.1.2 Welche Faktoren spielen eine Rolle in der Entwicklung von 
Nephrokalzinose und Nephrourolithiasis? 
Die Hyperkalziurie scheint eine entscheidende Rolle in der pathophysiologischen 
Entstehung von Nephrokalzinose und der renalen Steinbildung zu spielen. Zusätzlich 
zeigen FHHNC-Patienten eine verminderte Urinausscheidung von Zitrat, einem 
bekannten Inhibitor renaler Steinbildung [Manz et al., 1978; Ulmann et al., 1985], aber 
orale Zitratgaben schienen keinen klaren positiven Einfluss auf die Progression der 
Niereninsuffizienz zu haben [Praga et al., 1995].  
In früheren Beschreibungen der FHHNC-Erkrankung konnte die Einschränkung der 
Nierenfunktion und damit das Stadium der chronischen Niereninsuffizienz mit der 
Progression der tubulointerstitiellen Nephropathie und der assoziierten Nephrokalzinose 
korreliert werden [Rodriguez-Soriano et al., 1987; Praga et al., 1995]. Daher wurde 
lange Zeit die progrediente tubulointerstitielle Nephropathie der begleitenden 
Hyperkalziurie und Nephrokalzinose zugeschrieben und bisherige therapeutische 
Ansätze zielten auf die Reduktion der Hyperkalziurie ab, um damit das Fortschreiten 
der Nephrokalzinose und folglich der Niereninsuffizienz aufzuhalten. 
Obwohl Hyperkalziurie unabhängig von der zu Grunde liegenden Erkrankung ein 
Risikofaktor für die Entwicklung einer Nephrokalzinose ist, ist Hyperkalziurie weder 
die alleinige Ursache noch eine Voraussetzung. So wird bei Patienten mit idiopathischer 
Hyperkalziurie wird nicht gehäuft eine Nephrokalzinose beobachtet [Wrong, 1998]. 
Nephrokalzinose bezieht sich auf die Ablagerung von Kalzium in der Niere und 
Urolithiasis auf Steine im Harntrakt, aber es besteht gehäuft eine Koinzidenz von 
Beidem [Mandel, 1996; Alon, 1997]. Idiopathische Hyperkalziurie ist eine der 
häufigsten metabolischen Veränderungen, die mit Urolithiasis assoziiert ist [Moxey-
Mims und Stapleton, 1993]. Andere Faktoren, die zu Nephrourolithiasis führen können, 
beinhalten erhöhte Urinausscheidung von Oxalaten und Uraten oder die verminderte 
Ausscheidung von Inhibitoren der Kristallisierung wie Zitrat und Magnesium oder 
Makromolekülen wie Nephrocalcin, Uropontin und Osteopontin [Shiraga et al., 1992; 
Worcester et al., 1992]. Auch das Urinvolumen und der Säurebasen-Status beeinflussen 
die Kristallisierungstendenz oben genannter Ionen. Schädigung von Nierengewebe 
durch Hypoxie, Hypertension und nephrotoxischen Substanzen spielen bei der 
Initiierung von Nephrokalzinose eine Rolle [Adams und Rowe, 1992; Moxey-Mims und 
Stapleton, 1993]. Obwohl die ätiologischen Faktoren, die zu Nephrokalzinose und 
Nephrolithiasis führen, ähnlich sind, ist nicht klar, durch welche Faktoren das eine oder 
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andere bevorzugt entsteht. Bei FHHNC-Patienten könnten die erhöhte 
Kalziumausscheidung, der Magnesiummangel und die Ansäuerungsdefekte in der 
Gesamtheit bei der Entwicklung einer Nephrokalzinose und einer Nephrourolithiasis 
eine Rolle spielen. 
Zur Reduktion der Hyperkalziurie werden Thiazide in der Therapie der FHHNC 
eingesetzt, da bei verschiedenen Entitäten gezeigt werden konnte, dass 
Hydrochlorothiazid eine Hyperkalziurie reduzieren kann [Velazquez, 1987; Coe et al., 
1988; Reinhardt et al., 1995; Raja et al., 2002]. Die Funktionsweise von 
Thiaziddiuretika besteht in einer Erhöhung der renalen Natriumausscheidung durch 
Blockierung des Na+/Cl--Kotransporters (NCCT), der in der apikalen Membran des 
DCT lokalisiert ist. Dadurch kommt es als Konsequenz des reduzierten extrazellulären 
Volumens zu einer erhöhten Natriumreabsorption im proximalen Tubulus, die 
wiederum zu einer Stimulation des parazellulären Kalziumtransportes führt, sodass der 
hypokalziurische Effekt von Hydrochlorothiazd vermutlich durch eine erhöhte passive 
Reabsorption von Kalzium im proximalen Tubulus hervorgerufen wird [Nijenhuis et al., 
2005]. Akut erhöht Hydrochlorothiazid zwar die Magnesiumaufnahme dosisabhängig 
[Dai et al., 1997], aber chronischer Hydrochlorothiazidgebrauch induziert eine 
Hypokaliämie durch vermehrten Kaliumverlust im Urin. Hypokaliämie führt wiederum 
zu einem renalen Magnesiumverlust [Quamme, 1997; Dai et al., 1997]. Bei NCCT-
knockout-Mäusen, einem Tiermodell des Gitelman-Syndroms, kommt es begleitend zu 
einer Down-Regulation des epithelialen Magnesiumkanals TRPM6 in der apikalen 
Membran des DCT, was einen Mechanismus in der Pathogenese von Hypomagnesiämie 
bei NCCT-Inhibition (durch Thiazide) bzw. Inaktivierung darstellen könnte [Nijenhuis 
et al., 2005]. 
Der Einfluss der Therapie auf den Verlauf der Nierenfunktion wird kontrovers in der 
Literatur diskutiert. Praga et al. berichteten, dass weder die Gabe von Magnesium den 
Serummagnesiumspiegel noch eine Thiazidtherapie die Ausscheidung von Kalzium im 
Urin normalisierten oder die Notwendigkeit einer Nierenersatztherapie verzögerten 
[Praga et al., 1995]. Während einige Publikationen von einer gewissen Verzögerung in 
der Langzeitverschlechterung der Nierenfunktion und der Verhinderung rachitischer 
Skelettveränderungen durch die frühe Gabe von Hydrochlorothiazid berichten [Mourani 
et al., 1999], sehen die Mehrheit der Studien keinen Effekt auf die Progression der 
Erkrankung und das Fortschreiten der Niereninsuffizienz durch Thiazide. Meist gelang 
zwar eine Reduktion der Hyperkalziurie im Sinne signifikant reduzierter 
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Kalzium/Kreatinin-Quotienten, aber die Kalzium/Kreatinin-Quotienten korrelierten 
nicht mit der Progression der Niereninsuffizienz oder der Wachstumsverzögerung 
[Kuwertz-Bröking et al., 2001; Zimmermann et al., 2006].  
Die Gewichtung der Therapie auf die Reduktion der Hyperkalziurie entstand durch die 
ursprüngliche Vermutung, dass die Hyperkalziurie eine entscheidende Rolle in der 
Pathophysiologie der Nephrokalzinose spielt. Letztlich reduzierte eine Therapie mit 
Thiaziden zwar die Hyperkalziurie, schien aber nicht die Progression der 
Niereninsuffizienz aufzuhalten [Wolf et al., 2002]. Es stellt sich daher die Frage, ob der 
Schweregrad der Nephrokalzinose mit dem Grad der Nierenfunktionseinschränkung 
tatsächlich korreliert. Bereits andere Autoren stellten diese Hypothese in Frage, da viele 
andere Erkrankungen, die mit einer frühzeitigen Nephrokalzinose einhergehen, nicht 
durch eine deutliche Verschlechterung der Nierenfunktion gekennzeichnet sind [Konrad 
und Weber, 2003; Lee NP et al., 2006]. Die Ätiologie einer Nephrokalzinose in der 
frühen Kindheit bei konsanguinen Familien beinhaltet neben FHHNC im Wesentlichen 
vier angeborene rezessive Erkrankungen: primäre Hyperoxalurie, distal-renal-tubuläre 
Azidose (dRTA), angeborene hyperphosphatämische Rachitis mit Hyperkalziurie 
(HHRH) und Hyperprostaglandin-E-Syndrom/antenatales Bartter-Syndrom (HPS/aBS) 
[Vargas-Poussou et al., 2008]. Patienten mit primärer Hyperoxalurie Typ I zeigen wie 
FHHNC-Patienten eine klinische Heterogenität in der Ausprägung der Erkrankung, 
wobei es bei manchen Patienten sehr früh zu einer rasch progredienten 
Niereninsuffizienz kommt, während andere keine wesentliche Einschränkung der 
Nierenfunktion vorweisen [Hoppe et al., 1997]. Im Besonderen ähnelt die dRTA der 
FHHNC-Erkrankung, unterscheidet sich aber im Langzeitverlauf erheblich. Bei früher 
Diagnose und adäquater Therapie hat die dRTA im Vergleich mit der FHHNC-
Erkrankung eine gute Prognose mit Erhalt der Nierenfunktion [Wrong, 1998]. Beim 
Hyperprostaglandin-E-Syndrom/antenatales Bartter-Syndrom ist die GFR trotz 
schwerer Nephrokalzinose in der Regel nicht eingeschränkt [Köckerling et al., 1996]. 
Auch bei Dent’s Disease (X-gebundene Nephrolithiasis) korrelierte die Schwere der 
Nephrokalzinose nicht mit dem Grad der Niereninsuffizienz [Knohl und Scheinman, 
1994]. Bei FHHNC-Patienten variiert der Grad der Niereninsuffizienz sehr stark, 
obwohl alle Patienten von einer schweren medullären Nephrokalzinose betroffen sind.  
Zusammenfassend führen folglich Tubulopathien, die mit einer Nephrokalzinose 
einhergehen, nicht zwangsläufig zum progredienten Nierenversagen. Die Gefahr der 
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Niereninsuffizienz ist hauptsächlich ein Merkmal der zu Grunde liegenden Erkrankung 
und nicht eine einfache Komplikation der Nephrokalzinose [Wrong, 1998].  
 
4.1.3 Claudin-16 – ein wichtiges Strukturprotein  
Da die Progression der Niereninsuffizienz nicht abhängig vom Ausmaß der 
Nephrokalzinose ist, müssen noch andere bisher nicht identifizierte Faktoren eine Rolle 
bei der Entwicklung einer chronischen Niereninsuffizienz bei FHHNC-Patienten 
spielen. Von besonderem Interesse in dieser Hinsicht ist die bei japanischen schwarzen 
Rindern natürlich vorkommende autosomal rezessive chronisch interstitielle Nephritis 
mit diffuser zonaler Fibrose (CINF), auch renale tubuläre Dysplasie genannt. Für diese 
Erkrankung konnte kürzlich gezeigt werden, dass sie mit zwei verschieden großen 
Deletionen im CLDN16-Gen assoziiert ist [Hirano et al., 2000; Kobayashi et al., 2000; 
Ohba et al., 2000; Hirano et al., 2002]. CINF ist durch Nierenversagen innerhalb der 
ersten sechs Monate und Wachstumsretardierung gekennzeichnet. Der Genlokus konnte 
auf dem bovinem Chromosom 1q31-33 lokalisiert werden [Kobayashi et al., 2000; 
Ohba et al., 2000], welches zu humanem Chromosom 3q syntenisch ist. Eine Deletion 
von Exon eins bis vier oder eine Deletion von Exon zwei bis vier mit zusätzlicher 
Deletion von 21bp von Exon 5 bei bovinem CLDN16 sind beschrieben [Hirano et al., 
2000; Ohba et al., 2000; Hirano et al., 2002]. Claudin-16 wird wie beim Menschen bei 
gesunden Tieren in der Niere im TAL exprimiert. Detaillierte pathoanatomische Studien 
bei diesen Rindern konnten eine abnorme Nephronentwicklung mit unreifen Glomeruli 
und Tubuli zeigen [Okada et al., 2005]. Diese histologischen Veränderungen in boviner 
Niere lassen vermuten, dass es sich um einen Defekt in der Differenzierung von renalen 
tubulären Epithelzellen handelt. Claudin-16 scheint also außer dem Transport von 
divalenten Kationen weitere spezifische Funktionen zu besitzen. Ein intaktes CLDN16-
Gen mag eine wichtige Rolle in der Erhaltung der strukturellen Integrität von 
tubulointerstitiellen Proteinen spielen mit einer zusätzlichen Rolle für die 
Differenzierung von renalen Tubulussegmenten. Dieses natürlich vorkommende bovine 
Knockout-Modell spricht dafür, dass der komplette Verlust von Claudin-16 assoziiert ist 
mit einer schweren Einschränkung der Nierenfunktion, während die heterozygote 
Deletion asymptomatisch bleibt. Im Gegensatz zur humanen Erkrankung (FHHNC) 
haben die Mutationen bei CINF einen totalen Funktionsverlust zu Folge, welcher den 
schwereren Phänotyp mit obligatem Nierenversagen und Tod in den ersten sechs 
Monaten bedingen könnte. Beim Menschen sind keine solchen großen CLDN16-Gen-
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Deletionen beschrieben. Es ist möglich, dass das mutierte Claudin-16-Protein bei 
FHHNC partiell die Integrität der renalen Epithelstruktur deorganisiert, während der 
komplette Funktionsverlust von CLDN16-Protein in CINF die komplette Zerstörung 
hervorruft.  
Wie kann die terminale Niereninsuffizienz bei Patienten mit CLDN16-Mutationen 
erklärt werden? Tubulointerstitielle Fibrose, charakterisiert durch Glomerulosklerose, 
interstitielle Fibrose und tubulärer Atrophie, ist der allgemein anerkannte gemeinsame 
Weg am Ende einer terminalen Niereninsuffizienz [Iwano und Neilson, 2004; Liu, 
2004; Zeisberg und Kalluri, 2004]. In unserer Patientenkohorte wurde bei 11 Patienten 
eine Nierenhistologie durchgeführt und dokumentiert. Diese zeigte Kalzium-
ablagerungen, Glomerulosklerose, unreife Glomeruli, tubuläre Atrophie und 
interstitielle Fibrose in einem variablen Ausmaß. Bei boviner CLDN16-assoziierter 
interstitieller Nephritis wurden tubuläre Epithelzellen als unreif mit Verlust von 
Polarisation und Haftung an der Basalmembran beschrieben [Kobayashi et al., 2000]. 
Es zeigt sich eine Assoziation zwischen Fibrose und abnormen Tubuli und der Begriff 
„renal tubuläre Dyplasie“ betont die zugrunde liegenden Störungen der renal tubulären 
Epithelzellen [Sasaki et al., 2002]. Diese Merkmale finden sich bei „epithelialer zu 
mesenchymaler Transformation (EMT)“, ein Prozess bei dem tubuläre Epithelzellen zu 
neuen Fibroblasten transformiert werden [Lee DB et al., 2006]. Diese Fibroblasten 
sollen eine Hauptrolle in der Progression der renalen Fibrose spielen. EMT ist 
charakterisiert durch einen Verlust von Zell-Zell-Kontakten und apikobasaler 
Zellpolarität, kennzeichnend für eine defekte Funktion von Tight Junctions. Bei EMT 
findet sich eine Transformation von stationären Epithelzellen zu migratorischen 
mesenchymalen Fibroblasten-ähnlichen Zellen [Lee DB et al., 2006]. Diese 
Beobachtungen lassen vermuten, dass die Zerstörung von Tight Junctions ein erstes 
Ereignis bei EMT ist. Die Induktion von EMT in vitro ist assoziiert mit einer Down-
Regulation von Claudinen und Occludin, den Hauptkomponenten des Tight Junction 
Komplexes [Ikenouchi et al., 2003]. Hypothetisch könnte ein Defekt der Claudin-16- 
Funktion ein erstes Ereignis in der Zerstörung des Tight Junction Komplexes sein, 
gefolgt von Veränderungen der Zellpolarität und einer Induktion von tubulärer 
Dysplasie [Konrad et al., 2008]. Dies ist ein Hinweis, dass Tight Junctions, evtl. aber 
auch Claudine selbst, für die strukturelle Integrität von Epithelverbänden wichtig sind. 
Vorstellbar ist, dass Mutationen in diesen Bereichen eben nicht nur zu einer 
Reabsorptionsstörung von Elektrolyten führen, sondern auch der Aufbau des 
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Tubulusapparates gestört wird. Ein Argument hierfür sind die Knockout-Rinder, die 
bereits bei Geburt eine verminderte Anzahl an Einzelnephronen zeigen und außerdem 
scheinbar auch eine Differenzierungsstörung haben, erkennbar an der großen Zahl 
unreifer Glomeruli und Tubuli.  
 
 
4.2 Analyse der Patienten-Genotypisierung 
 
Die Analyse des Genotyps zeigt außer für drei Allele CLDN16 Mutationen in allen 
mutierten Allelen unseres Kollektivs. Insgesamt konnten fünfzehn verschiedene 
Mutationen  nachgewiesen werden, wobei sich vierzehn neue Mutationen im Vergleich 
zu den von Simon et al. publizierten zehn Mutationen ergeben [Simon et al., 1999] und 
acht neue Mutationen im Vergleich zu den bereits 2000 publizierten Mutationen von 
F1-F8 [Weber et al., 2000]. Elf Mutationen unseres Kollektivs sind Punktmutationen 
mit Folge eines einfachen Aminosäureaustausches im fertigen Protein. Zusätzlich 
zeigen sich zwei Frameshift-Mutation (Leserasteverschiebung) mit vorzeitigem 
Abbruch der Translation und zwei Splice-Site-Mutationen.  
Bis heute sind mehr als 30 Mutationen im CLDN16-Gen bekannt [Simon et al., 1999; 
Weber et al., 2000; Weber et al., J Am Soc Nephrol. 2001 Sep; Blanchard et al., 2001; 
Müller et al., 2003; Tajima et al., 2003; Kang et al., 2005; Kutluturk et al., 2006; Müller 
et al., Hum Mol Genet, 2006; Müller et al., J Clin Endocrinol Metab, 2006; Türkmen et 
al., 2006; Staiger et al., 2007; Sanjad et al., 2007; Konrad et al., 2008]. Hauptsächlich 
handelt es sich hierbei um Punktmutationen mit dem Austausch einer einzelnen 
Aminosäure im Claudin-16 Protein. Einige dieser Mutationen sind zum Teil mit einem 
besonderen Phänotyp assoziiert [Türkmen et al., 2006; Sanjad et al., 2007], wobei es 
sich eher um eine Koinzidenz von FHHNC und anderen kongenitalen Missbildungen 
[Türkmen et al., 2006] bzw. Minderwuchs [Sanjad et al., 2007] zu handeln scheint. 
 
4.2.1 Founder-Effekt für die Mutation Leu151Phe 
Eine auffällige Häufung in unserem Kollektiv zeigt sich für die Mutation Leu151Phe. 
Diese Punktmutation betrifft 48% der mutierten Allele in unserem Patientenkollektiv. 
Die Familien, die von einer Leu151Phe-Mutation betroffen sind, stammen gehäuft aus 
dem östlichen Teil Deutschlands bzw. Osteuropas (Polen, Tschechische Republik, 
Slowenien, Bosnien-Herzegowina oder Mazedonien). Vierzehn dieser achtzehn 
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Familien besitzen diese Mutation auf mindestens einem Allel, während in keiner der 
Familien aus Frankreich, Algerien, Tunesien oder Türkei die Leu151Phe-Mutation 
beobachtet wird. Dies Beobachtung lässt zunächst vermuten, dass es sich bei dem 
Leu151Phe-Austausch um eine besonders wichtige Aminosäure des Claudin-16-
Proteins handelt und der Austausch eine Art „hot spot“ für Mutationen darstellt. 
Andererseits wird diese Mutation, trotz der auffälligen Häufung in unserem Kollektiv, 
von Simon et al. in seiner Studie von zehn Familien, die aus Spanien, Großbritannien, 
Italien, Ägypten, Saudi Arabien und Sri Lanka stammten, nicht beschrieben [Simon et 
al., 1999]. Folglich spricht die Häufung der Leu151Phe-Mutation in unserem Kollektiv 
eher für einen gemeinsamen Vorfahren als Träger dieser Mutation im Sinne eines 
„Founder-Effekts“. Eine Haplotypen-Analyse von fünf Mikrosatellitenmarkern und eine 
Untersuchung eines im Gen liegenden Polymorphismus dieser Familien konnten einen 
Founder-Effekt bestätigen [Weber et al., J Am Soc Nephrol., 2001 Sep].  
 
4.2.2 Kontroverse um den Translationsbeginn von Claudin-16 – 
Interspezies-Sequenzvergleiche von Claudin-16  
In drei Familien zeigt ein mutiertes Allel eine Leserasterverschiebung, die den 
Aminosäurerest Arg55 betrifft, aber zusätzlich noch eine Punktmutation in Richtung 3’ 
der Nukleotidsequenz auf dem selben Allel. Obwohl zwei Mutationen auf einem 
betroffenen Allel auch für andere erbliche Erkrankungen beschrieben wurden 
[Lemmink et al., 1998], ist es doch ungewöhnlich. Die Arg55fs Mutation betrifft den N-
Terminus des Proteins und entsteht durch eine Deletion von zwei Guaninresten 
(G165/G166) und Insertion nur eines Cytosinrestes (C165). Somit entsteht ein 
vorzeitiges Stoppcodon an Position 90. Daraus folgt, dass alle zusätzlichen Mutationen 
weiter in Richtung 3’ Ende nicht krankheitsverursachend sein können.  
Kozak [Kozak, 1996] beschrieb spezifische Nukleotidsequenzen, die das Methionin 
kodierende Startcodon ATG umgeben, welches für die Einleitung der Translation 
verantwortlich ist. Auffällig ist, wie bereits Simon et al. diskutierten [Simon et al., 
1999], dass das CLDN16-Gen ein zweites Methionin an Position 71 (Met71) besitzt, 
welches im Kontext einer passenderen Kozak-Konsensussequenz liegt als das erste 
Methionin (Met1). Das zweite Methionin, 70 Aminosäuren weiter in Richtung 3’ Ende 
zum Ersten, liegt auffallender Weise analog zum Translationsbeginn anderer Claudine 
[Morita et al., 1999; Furuse et al., 1998]. Möglicherweise ist dieses zweite Methionin 
der eigentliche Beginn der Translation. Hierfür spricht, dass die Untersuchung an 72 
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Kontrollchromosomen eine Häufigkeit der G165/G166 Deletion und C165 Insertion von 
16,7% (12 von 72 Kontrollchromosomen) ergibt. In einer Kontrollperson zeigt sich 
dieser Polymorphismus sogar homozygot, ohne die Erkrankung zu verursachen. Die 
hohe Prävalenz in einer gesunden Kontrollgruppe unterstützt die Hypothese, dass die 
G165/G166 Deletion und C165 Insertion im nicht translatierten 5’-Bereich der 
CLDN16 mRNA liegt und die zugrunde liegende Nukleotidsequenz nicht kodierend ist.  
Die Hypothese, dass Claudin-16 um 70 Aminosäuren kürzer ist und das Methionin an 
Position 71 der eigentliche Translationsbeginn ist, findet eine weitere Unterstützung in 
Sequenzvergleichen von CLDN16 innerhalb verschiedener Spezies. Die cDNA 
Sequenzen von Maus und Ratte zeigen einen passenden Translationsbeginn, der zu 
humanem Methionin an Position 71 korrespondiert, während ein in Richtung 5’ 
gelegener Start bei Beiden fehlt [Weber et al., J Am Soc Nephrol. 2001 Dec]. Die 
Nukleotidsequenzen von Nagetier und Mensch sind ab dem passenden 
Translationsbeginn sehr homolog, während die Sequenz weiter 5’ sehr stark variiert. 
Das CLDN16-Gen von Nagetieren kodiert für ein Protein mit 235 Aminosäuren Länge 
und im Vergleich zur humanem Aminosäuresequenz fehlen die ersten 70 Aminosäuren. 
Auf der Ebene der Aminosäuresequenz zeigen Ratte und Maus eine 99%ige Homologie, 
und zur humanen Aminosäuresequenz (Met71-Val305) eine 92%ige und respektive eine 
91%ige Homologie [Weber et al., J Am Soc Nephrol. 2001 Dec].  
Für bovines CLDN16 findet sich in der Genbank ein 235 (GenBank accession no. 
AB035210) und ein 254 (GenBank accession no. AB030082) Aminosäuren langes 
Protein, wobei das Kürzere zu dem von Maus und Ratte zu 88% homolog ist [Weber et 
al., J Am Soc Nephrol. 2001 Dec]. Bovines und humanes CLDN16 haben mehr als ein 
Startcodon in einer passenden Kozak-Konsensussequenz, teilen sich aber nur ein 
passendes Methionin, nämlich humanes Met71 und bovines Met1 (GenBank accession 
no. AB035210) und danach folgt eine sehr homologe Aminosäuresequenz (91% 
Homologie) [Weber et al., J Am Soc Nephrol. 2001 Dec]. Die Claudin-16-
Aminosäuresequenzen von Maus und Ratte besitzen ein passendes Methionin zu 
bovinem Met1, respektive humanem Met71. Die Sequenz in Richtung 3’ ist bei allen 
vier Spezies sehr ähnlich, was auf eine evolutionäre Konservierung der Sequenz 
schließen lässt. Aber alle vier Spezies unterscheiden sich in der Aminosäuresequenz  
Richtung 5’.  
Die Interspezies-Vergleiche der CLDN16-Sequenz unterstützen die Theorie, dass sich 
humanes CLDN16 den kurzen N-Terminus mit Nagetier und Rind, sowie den anderen 
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Claudinen teilt. Folglich scheint das zweite Methionin an Position 71 der eigentliche 
Beginn der Translation zu sein.  
Einen neuen Hinweis, dass Methionin 71 der eigentliche Beginn der Translation ist, 
liefern Expressionsstudien in verschieden epithelialen Zelllinien [Hou et al., 2005]. 
Versuche, das komplette Claudin-16 (Met1-Val305) in den Zelllinien zu exprimieren, 
führten zu einer nur geringen Expression und Claudin-16 fand sich nicht in den Tight 
Junktions der Plasmamembran. Währenddessen konnte das kürzere Protein (Met71-
Val305) stabil in der Plasmamembran exprimiert werden.  
Einige neuere Publikationen beziehen sich auf Claudin-16 als ein 235 Aminosäuren 
langes Protein und sehen das Methionin an Position 71 als das relevante Startcodon an. 
Daher wird von einigen Autoren die entsprechende Aminosäure, die von einer Mutation 
im CLDN16 Gen betroffen ist, mit der Anzahl von Aminosäuren -70 gekennzeichnet. 
Zum Beispiel die Mutation Thr233Arg [Müller et al., 2003] entspricht Thr303Arg, 
bezieht man sich auf die komplette Proteinsequenz (Met1-Val305). Wenn sich im 
folgenden Text auf Mutationen aus solchen Publikationen bezogen wird, sollen diese 
der Publikation entsprechend gekennzeichnet werden. Von den bisher beschriebenen 
Mutationen gibt es nur wenige, die sich im aminoterminalen intrazellulären Teil des 
Proteins befinden. Mutationen, die das Met71 betreffen, sind keine einfachen 
Punktmutationen, sondern vielmehr Mutationen mit Verlust des Startcodons [Sanjad et 
al., 2007; Konrad et al., 2008].  
 
4.2.3 Claudine sind wichtige Komponenten für Struktur und Funktion von Tight 
Junctions  
Die Existenz von separaten Kompartimenten unterschiedlicher Ionen und molekularer 
Zusammensetzung ist elementar für einen multizellulären Organismus. Die 
Kompartimente werden durch Epithelien begrenzt, welche einen regulierten Austausch 
zwischen apikaler und basolateraler Oberfläche durch transzellulären und parazellulären 
Transport ermöglichen. Tight Junctions (TJs) bilden die Barriere des parazellulären 
Weges. 
Claudin-16 gehört zur multigenen Claudin-Familie von transmembranen Proteinen. Die 
Claudin-Familie beim Menschen besteht aus mindestens 24 Mitgliedern und die meisten 
Claudine zeigen eine gewebe- und segmentspezifische Verteilung [Furuse und Tsukita, 
2006]. Zusätzlich verändert sich das Expressionsmuster der Claudine während der 
Ontogenese z.B. in den Nierentubuli [Holmes et al., 2006] und erklärt so die 
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entwicklungsbedingte Regulation von renalen Epitheltransporteigenschaften [Reyes et 
al., 2002].  
Mitglieder der Claudin-Familie sind neben Occludin die Hauptkomponenten von Tight 
Junctions in verschiedenen Zellen. Alle Claudine (~20-28 kD) besitzen wie Occludin 
(~65 kD) vier transmembrane Domänen und einen zytosolischen N- und C-Terminus 
und teilen sich eine ähnliche Membrantopologie mit Occludin [Furuse et al., 1993; 
Furuse et al., 1998; Morita et al., 1999]. Tight Junctions bilden Zell-Zell-Kontakte 
zwischen benachbarten Zellen, indem sie zirkumferente Gürtel um Epithel- und 
Endothelzellen in der apikalen Region der lateralen Zellmembran in vielen Organen 
bilden. Elektronenmikroskopisch korrespondieren diese Kontakte zu kontinuierlichen 
und verzweigten Fibrillen von transmembranen Partikeln, die den apikalen Zellpol der 
lateralen Oberfläche jeder Zelle umgeben [Mitic et al., 2000]. Fibrillen der einen Zelle 
interagieren mit den Fibrillen der benachbarten Zelle, um den parazellulären Raum zu 
schließen und so die parazellulären Permeabilitätscharakteristika eines jeden Epithels zu 
bestimmen. Diese Fibrillen werden von mindestens zwei Typen von transmembranen 
Proteinen geformt, Occludin und den Mitgliedern der Claudin-Familie. Claudine 
besitzen die intrinsische Fähigkeit zu linearen Fibrillen zu polymerisieren und können 
Occludin in diese Fibrillen rekrutieren [Furuse et al., 1998]. Unterhalb der Fibrillen 
findet sich ein dichtes zytoplasmatisches Netzwerk von Proteinen. Diese Proteine und 
deren Interaktionen scheinen das Gerüst der transmembranen Proteine zu sein [Mitic et 
al., 2000]. Die meisten Claudine kodieren ein C-terminales postsynaptic density 
95/discs large/zonula occludens-1 (PDZ)-Domäne bindendes Motiv, welches mit der 
PDZ-Domäne von Gerüstproteinen wie z.B. Zonula Occludens (ZO) Proteinen 
interagieren kann [Fanning et al., 1998; Itoh et al., 1999; Turksen und Troy, 2004]. 
Diese zytosolischen membranassoziierten Gerüstproteine der ZO-Familie (ZO-1, ZO-2 
und ZO-3) verbinden die transmembranen TJ-Proteine mit dem Aktinzytoskelett und 
rekrutieren Signalmoleküle zur Region der Zell-Zell-Kontakte [Gonzalez-Mariscal et 
al., 2000]. Die Interaktion der TJ-Proteine mit dem Aktinzytoskelett ist essentiell für die 
Aufrechterhaltung der Integrität und der Barrierefunktion der TJs [Anderson und Van 
Itallie, 1995]. Claudine binden an die erste PDZ-Domäne von ZO-1 [Itoh et al., 1999]. 
Die peripheren Membranproteine wie ZO-1 spielen eine Schlüsselrolle bei der 
Rekrutierung von Claudinen in TJs von polarisierten Zellen [Umeda et al., 2006] und 
sind für die Funktionalität der Claudine unabdingbar. Die C-terminale Threonin-
Arginin-Valin-(TRV)-Sequenz von Claudin-16 kodiert für ein funktionelles Typ 1 PDZ-
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Bindungsmotiv und interagiert spezifisch mit der PDZ-Domäne von ZO-1, nicht ZO-2 
oder ZO-3 [Müller et al., 2003]. Es konnte gezeigt werden, dass die Assoziation von 
Claudin-16 und ZO-1 die renale Reabsorption von divalenten Kationen erhöht [Ikari et 
al., 2004]. Viele weitere Proteine wurden an der zytoplasmatischen Seite von Tight 
Junctions lokalisiert, sodass ein komplexes Proteinnetzwerk den transmembranen 
Proteinen unterliegt [Mitic et al., 2000]. 
 
4.2.4 Funktionen von Tight Junctions  
Tight Junctions sind dynamische Mikrostrukturen und in viele wichtige zelluläre 
Funktionen involviert [Lee DB et al., 2006]. Tight Junctions besitzen drei 
Hauptfunktionen: 1. als „Tor“ funktionieren sie wie eine regulatorische Barriere, um 
biologische Flüssigkeitskompartimente unterschiedlicher Zusammensetzung 
voneinander zu trennen; 2. als „Zaun“ generieren sie die apikobasale Zellpolarität des 
Epithels, um so den transepithelial gerichteten Transport, der typisch für Epithelzellen 
ist, zu gewährleisten; 3. bilden Tight Junction Proteine eine „Trafficking“- und 
Signalplattform, die Zellwachstum, Proliferation, Differenzierung und Ent-
differenzierung reguliert. Die „Tor“ Eigenschaften von TJs leiten sich primär von den 
Claudinen ab. Es wird vermutet, dass Claudine mit sich und anderen Claudinen 
Heterodimere oder Oligomere innerhalb der TJs der gleichen Zelle und den TJs der 
benachbarten Zellen bilden [Turksen und Troy, 2004]. Diese intermembranen 
Interaktionen (Seit-zu-Seit) können ein Claudin-Protein beinhalten (homomer oder 
homopolymer) oder verschiedene Claudine (heteromer oder heteropolymer). Die zwei 
extrazellulären luminalen Schleifen scheinen homo- und/oder heterotypische 
Interaktionen mit Claudinen auf Nachbarzellen zu vermitteln [Furuse et al., 1999; 
Tsukita et al., 2001]. Neben einer postulierten Rolle bei der Zell-Zell-Adhäsion bilden 
Claudine porenähnliche Strukturen und fungieren als parazelluläre Ionenkanäle, die 
entweder die parazelluläre Diffusion von bestimmten Ionen selektiv erleichtern oder 
beschränken [Anderson et al., 2004; Van Itallie et al., 2004]. Die charakteristische 
Ionenpermeabilität von bestimmten Epithelien wird vermutlich durch das Ausmaß des 
Repertoires an exprimierten Claudinen reflektiert [Furuse und Tsukita, 2006; Van Itallie 
und Anderson, 2006].  
Die wichtige Rolle der Claudine in der Ionenhomöostase spiegelt sich in der 
Assoziation von bestimmten Claudinen mit humanen hereditären Erkrankungen wieder, 
z.B. der Nachweis von Claudin-14-Mutationen bei nicht syndromischer Taubheit 
[Wilcox et al., 2001], der Assoziation von Claudin-1-Mutationen mit neonataler 
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sklerosierender Cholangitis [Hadj-Rabia et al., 2004] und den in dieser Arbeit 
beschriebnen Claudin-16-Mutationen mit FHHNC.  
 
4.2.5 Claudin-16 bildet einen nichtselektiven parazellulären Kationenkanal  
Mit wenigen Ausnahmen [Müller et al., 2003; Kang et al., 2005; Müller et al., Hum Mol 
Genet. 2006; Müller et al., J Clin Endocrinol Metab. 2006; Sanjad et al., 2007; Konrad 
et al., 2008] betreffen alle Mutationen im CLDN16-Gen entweder eine der vier 
transmembranen Domänen oder eine der zwei extrazellulären Schleifen des Moleküls. 
Aufgrund der großen Anzahl von neutralen Aminosäuren der ersten extrazellulären 
Schleife wird vermutet, dass diese den interzellulären Raum überbrückt [Furuse et al., 
1998]. Die extrazellulären Schleifen sind aber auch reich an geladenen 
Aminosäureresten. Mit zehn negativ geladenen Aminosäureresten beträgt die negative 
Gesamtladung der ersten extrazellulären Schleife –4, was für Claudin-16 im Gegensatz 
zu anderen Claudinen einzigartig ist. Es wird vermutet, dass diese Eigenschaft 
verantwortlich für die Kationenselektivität des parazellulären Transportweges ist 
[Simon et al., 1999; Hou et al., 2005]. Die Mutationen der extrazellulären Schleifen 
könnten die Ladungsselektivität in der die Pore formenden Region des Proteins 
verändern und dadurch die Diffusion von divalenten Kationen beeinflussen, wenn 
Mutationen z.B. geladene Aminosäurereste betreffen und so die Gesamtladung der 
Schleife verändern. Auch einige andere Claudine (z.B. Claudin-14 und -15) besitzen 
geladenen Aminosäurereste in ihren extrazellulären Schleifen, die von den Epithelzellen 
in den interzellulären Spalt hineinragen und ladungsselektive Poren bilden könnten 
[Van Itallie und Anderson, 2006]. Angenommen wird, dass die Ionenselektivität jedes 
Claudins von der Menge und Art der geladenen Aminosäurereste der ersten 
extrazellulären Schleifen abhängt. Daher bestimmt das Expressionsmuster an Claudinen 
in einem gegeben Epithel seine einzigartige parazelluläre Ionenselektivität. Positiv 
geladene Aminosäuren scheinen eher eine Barriere für Kationen zu sein, während 
negativ geladenen eher die Funktion einer Kationenpore übernehmen [Colegio et al., 
2003; Colegio et al., 2002]. Wenn Ionen nun die parazelluläre Pore passieren, gehen sie 
vermutlich elektrostatische Interaktionen mit den geladenen Seiten innerhalb der Pore 
ein, in einer Weise abhängig vom Durchmesser und folglich der Ladungsdichte und der 
Hydrationsenergie des passierenden Ions [Angelow et al., 2007]. 
Interessanterweise betreffen die in unserem Kollektiv gefundenen Mutationen in der 
Mehrzahl einen Austausch eines Nukleotids, der zum Aminosäureaustausch im Bereich 
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der ersten extrazellulären Schleife des Claudin-16-Proteins führt. Diese Auffälligkeit 
war bereits in der ersten Studie der Familien F1 bis F8 [Weber et al., 2000] 
nachzuweisen und ist durch die ergänzenden genetischen Daten der Familien F9 bis F25 
bestätigt. Insgesamt zeigen 67% der mutierten Allele eine Punktmutation in der 
Gensequenz, die für die erste extrazelluläre Schleife kodiert. Die Mutationen 
His141Asp und Arg149Leu resultieren in einem Verlust einer positiven Ladung und 
verändern folglich die Gesamtladung der Schleife. Aber nicht alle diese Mutationen 
betreffen geladene Aminosäurereste und führen daher auch nicht zu einer Veränderung 
der Gesamtladung der Schleife. Die Mutationen Leu145Pro, Leu151Thr und Leu151Phe 
ändern nicht die Ladung, aber betreffen alle Aminosäurereste, die hoch konserviert 
innerhalb der Claudin-Familie sind. Wichtige Merkmale der Sekundär- oder 
Tertiärstruktur des Proteins scheinen durch diese Mutationen verändert zu werden und 
möglicherweise folgt daraus eine Konformationsänderung des Claudin-16 Proteins. 
Daraus scheint eine veränderte Proteinfunktion und veränderte parazelluläre Leitung zu 
resultieren. Denkbar ist auch, dass bestimmte Aminosäurereste für die Oligo- und 
Polymerisation strukturell notwendig sind. Ein Aminosäureaustausch könnte die 
Interaktionen mit anderen Claudinen innerhalb der Zellmembran oder die interzellulären 
Interaktionen mit Claudin-16 und/oder anderen Claudinen der benachbarten Zelle 
stören. 
 
Die Expression von Claudin-16 ist auf den dicken aufsteigenden Teil der Henle-Schleife 
in der Niere beschränkt, wo der Hauptteil des Magnesiums rückresorbiert wird. Es 
wurde spekuliert, dass Claudin-16 allein oder in Kombination mit anderen Claudinen 
den Kern einer interzellulären Pore bildet, die für die parazelluläre Reabsorption von 
Magnesium und Kalzium verantwortlich ist [Simon et al., 1999; Wong und 
Goodenough, 1999]. Angetrieben wird die parazelluläre Magnesiumreabsorption durch 
einen luminal positiven elektrochemischen Gradienten. Funktionelle Expressionsstudien 
in Zelllinien (LLC-PK1) konnten bei Expression von Claudin-16 eine erhöhte 
Natriumpermeabilität der TJs zeigen, sodass Claudin-16 den elektrochemischen 
Gradienten aufrecht zu erhalten scheint, der die Magnesiumreabsorption im TAL fördert 
[Hou et al., 2005]. Claudin-16 moduliert die Ionenselektivität von TJs bei in vitro 
Analysen in Zellkulturmodellen, indem es signifikant die Natrium-Permeabilität (PNa) 
erhöht ohne Effekte auf die Chlorid-Permeabilität (PCl), sodass sich der Quotient PNa/PCl 
erhöht [Hou et al., 2005; Konrad et al., 2008]. Die Erhöhung der Magnesium-
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Permeabilität ist weit weniger betont verglichen mit der von monovalenten Alkali-
Kationen, sodass Claudin-16 keine Magnesium und Kalzium selektiven parazellulären 
Kanäle zu formen scheint, sondern nichtselektive parazelluläre Kationenkanäle [Hou et 
al., 2005; Hou et al., 2007].  
Hou et al. analysierten auch die Konsequenzen der meisten bis dahin veröffentlichten 
humanen CLDN16-Mutationen durch heterologe Expression in vitro [Hou et al., 2005]. 
Für Claudin-16-Mutanten konnte eine signifikant niedrigere Natrium-Permeabilität 
verglichen mit dem Claudin-16-Wildtyp und damit ein signifikanter Funktionsverlust 
gezeigt werden. Wie bereits vermutet, sind die negativ geladenen Aminosäuren der 
ersten extrazellulären Schleife besonders wichtig für die Funktion von Claudin-16. 
Konstrukte mit mehr als einer mutierten negativ geladenen Aminosäure und Verlust der 
negativen Ladungen zeigten die niedrigste Natrium-Permeabilität [Hou et al., 2005]. 
Folglich addieren sich die Ladungseffekte und sind nicht unabhängig voneinander. Ein 
Entfernen positiv geladener Aminosäuren hatte keinen Effekt auf die Funktion von 
Claudin-16 [Hou et al., 2005].  
Die Dysfunktion von Claudin-16 im TAL des Nephrons führt zu einem Verlust der 
Kationenselektivität und so zur Zerstreuung des lumenpositiven Potentials, welches die 
Magnesiumreabsorption antreibt. Die in vitro gewonnen Erkenntnisse konnten durch ein 
Claudin-16-defizientes Mausmodell (Claudin-16 Knockdown-Mäuse) mit transgener 
RNAi Depletion von Claudin-16 bestätigt werden [Hou et al., 2007]. Die 
pathophysiologischen Veränderungen bei diesen Mäusen wie Hypomagnesiämie, 
Normokalziämie bei erhöhter Urinausscheidung von Magnesium und Kalzium und 
Nephrokalzinose sind denen von FHHNC-Patienten sehr ähnlich, sodass dieses 
Tiermodell für die menschliche FHHNC-Erkrankung ein adäquates in vivo Modell 
darstellt. Die Knockdown-Mäuse zeigten im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen einen 
signifikanten Verlust der Kationenselektivität, reflektiert durch eine signifikante 
Verminderung des Diffusionspotentials in elektrophysiologischen Messungen von 
perfundierten Nierentubuli [Hou et al., 2007]. 
 
Die funktionelle Rolle von Claudin-16 wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Der 
Effekt auf den transepithelialen Widerstand (TER) und die Natrium-Permeabilität zeigte 
unterschiedliche Ergebnisse in verschiedenen Studien [Hou et al., 2005; Ikari et al., 
2006; Kausalya et al., 2006; Konrad et al., 2008]. Allerdings bezogen auf die 
Elektrophysiologie sind diese Studien nicht gut vergleichbar, da verschiedene Zelllinien 
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benutzt wurden (MDCK, LLC-PK1). Aber alle Autoren konnten zeigen, dass der 
Wildtyp von Claudin-16 die Magnesium-Permeabilität bis zu einem gewissen Maße 
erhöht. Kausalya et al. zeigten eine erhöhte Magnesium-Permeabilität bei MDCK-C7 
Zellen, die Claudin-16 exprimieren, aber der Quotient PNa/PCl war nicht signifikant 
verändert [Kausalya et al., 2006]. Für Claudin-16-Mutanten konnte die Arbeitsgruppe 
keine Erhöhung der Magnesium-Permeabilität im Vergleich zum Wildtyp von Claudin-
16 zeigen, und folgerte daraus, dass Punktmutationen im CLDN16-Gen in vitro zu einer 
Inaktivierung des parazellulären Magnesiumtransportes führen.  Ikari et al. zeigten, dass 
die Expression von Claudin-16 in MDCK Zellen die Natrium-Permeabilität und den 
Quotienten PNa/PCl verminderte, aber den transepithelialen Magnesiumtransport von 
apikal nach basal erhöhte [Ikari et al., 2006]. Es scheint, dass die von Hou et al. 
beschriebenen Änderungen des Permeabilitätsquotienten PNa/PCl und dem 
Diffusionspotential nach Einführung von Claudin-16-Mutanten nur in LLC-PK1 Zellen 
bestimmt werden können und nicht in MDCK-7 Zellen, die von Kausalya et al. benutzt 
wurden. Unterschiedliche transepitheliale Widerstände der verschiedenen Zellen sind 
verantwortlich für diese unterschiedlichen Ergebnisse. In LLC-PK1 Zellen übertrifft die 
parazelluläre Leitung die transzelluläre Leitung als Resultat des niedrigen 
transepithelialen Widerstandes. Zusätzlich bestehen Unterschiede zwischen LLC-PK1- 
und MDCK-Zellen bezogen auf polarisiertes „Trafficking“ und die Lokalisation von 
endogenen Membranproteinen [Fölsch et al., 1999]. MDCK II Zellen sind bereits gut 
polarisierte Zellen und besitzen von vornherein eine hohe endogene 
Kationenselektivität, während LLC-PK1 eine Anionenselektivität besitzen [Hou et al., 
2005]. MDCK II Zellen zeigten im Zellexperiment nach Einführung von Claudin-16 
keine signifikante Änderung der parazellulären Permeabilität von Natrium, Chlorid und 
Magnesium [Hou et al., 2005]. LLC-PK1 Zellen scheinen ein passenderes Modell zu 
sein, da Funktionsanalysen von Claudin-16-Mutanten in LLC-PK1 Zellen schon gut 
zum FHHNC-Phänotyp korreliert werden konnten [Konrad et al., 2008].  
Wenn man Claudine in Zelllinien einbringt, werden sie in vorbestehende Tight 
Junctions integriert. Die Expression von verschiedenen Claudinen kann den 
transepithelialen elektrischen Widerstand und die Ladungsselektivität ändern. Die 
Einführung exogener Claudine ändert die ladungsselektiven Poren in verschiedenen 
Epithelien als Resultat von Interaktionen zwischen endogenen und exogenen Claudinen 
in diesen Zelllinien. Ergebnisse anderer Studien zeigten, dass verschiedene Claudin-
Subtypen den transepithelialen Widerstand in MDCK- und LLC-PK1-Zellen auf 
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unterschiedliche Weise verändern [Van Itallie et al., 2003; Furuse et al., 2001; Amasheh 
et al., 2002]. Claudin-16-Mutanten führten zu keinem kompletten Funktionsverlust und 
ändern die Ionenpermeabilität in unterschiedlichem Maße, sodass andere funktionelle 
Komponenten involviert sein müssen, möglicherweise Interaktionen mit endogenen 
Molekülen [Hou et al., 2005]. Diese heterophilen Interaktionen zwischen Claudin-16 
und anderen Claudinen könnten die endogenen ionenleitenden Eigenschaften 
modulieren.   
 
4.2.6 Claudin-16-Mutationen mit kompletten und partiellem Funktionsverlust – 
Genotyp-Phänotyp-Korrelation 
Hou et al. konnten zusätzlich in vitro erstmals funktionelle Unterschiede zwischen 
verschiedenen humanen CLDN16-Punktmutationen zeigen [Hou et al., 2005]. Einige 
Mutanten wiesen einen kompletten Funktionsverlust auf. Diese führten entweder zu 
einem instabilen Protein oder wurden nicht korrekt zur Plasmamembran transportiert. 
Mutanten, die nicht die Proteinexpression oder das „Trafficking“ beeinflussten und 
korrekt in Tight Junctions eingebaut wurden, zeigten zu einem variablen Grad eine 
veränderte Ionenpermeabilität und damit einen partiellen, aber signifikanten 
Funktionsverlust verglichen mit dem Wildtyp von Claudin-16. Zu den Mutanten, die 
eine beträchtliche Restfunktion besaßen, gehört die z.B. Leu151Phe-Mutation, die in 
unserer Kohorte bei 48% auftritt. 
Bei FHHNC-Patienten variiert der Grad der Niereninsuffizienz stark, obwohl alle 
Patienten von einer schweren medullären Nephrokalzinose betroffen sind. Der Grund 
dieser Variabilität scheint unbekannt. Im Patientenkollektiv dieser Arbeit konnte keine 
offensichtliche Genotyp/Phänotyp-Korrelation etabliert werden (Kapitel 3.1.6).  
Eine Nachfolge-Studie, die die hier charakterisierten 33 Patienten und zusätzliche 39 
Patienten einschließt, konnte nach heterologer Expression in LLC-PK1 Zellen für 
manche Mutationen einen partiellen Funktionsverlust von Claudin-16 und für andere 
einen kompletten Verlust nachweisen [Konrad et al., 2008]. Patienten, deren 
Mutationen zu einem kompletten Funktionsverlust von Claudin-16 auf beiden Allelen 
führten, waren signifikant jünger bei Symptombeginn als Patienten, die zumindest ein 
mutiertes Allel besaßen, das nur zu einem partiellen Verlust der Claudin-16-Funktion 
führte. Zusätzlich zeigten Patienten mit komplettem Funktionsverlust beider Allele 
einen deutlich schnelleren Abfall der GFR, was zu einem früheren Beginn der 
Nierenersatztherapie führte, als Patienten, die zumindest ein mutiertes Allel mit einer 
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partiellen Claudin-16-Funktion aufwiesen. Es gab keine phänotypischen Unterschiede 
zwischen Patienten mit zwei Mutationen, die eine partielle Claudin-16-Funktion 
zeigten, und Patienten mit nur einer Mutation, die eine partielle Funktion besaß und 
einer Mutation auf dem zweiten Allel, die einen kompletten Funktionsverlust aufwies 
[Konrad et la., 2008]. Diese Ergebnisse entsprechen der rezessiven Natur der FHHNC-
Erkrankung. Eine Mutation mit Restfunktion ist ausreichend, um einen milderen 
klinischen Verlauf zu bestimmen. Abbildung 4.1 zeigt das Claudin-16 Proteinmodell 
mit den in unserem Kollektiv gefundenen Mutationen und ordnet diese einem partiellen 
oder kompletten Funktionsverlust zu. 
Die Funktionsanalyse von Konrad et al. zeigte eine Genotyp/Phänotyp Korrelation mit 
speziellem Fokus auf die Progression des Nierenversagens in einer großen Kohorte von 
FHHNC-Patienten [Konrad et al., 2008]. Homozygote oder compound heterozygote 
Patienten, die zumindest eine Claudin-16-Mutation mit Restfunktion besaßen, zeigten 
einen besseren Verlauf der Erkrankung als Patienten, die einen kompletten 
Funktionsverlust ihrer Mutationen hatten. Eine partielle Funktion von Claudin-16 
scheint eine Verschlechterung der Nierenfunktion bei FHHNC zu verzögern, daher 
erlaubt die Bestimmung des Genotyps bei FHHNC-Patienten den klinischen Verlauf bis 
zu einem gewissen Masse vorherzusagen. 
Die Analyse der 33 Patienten in dieser Arbeit konnte im Gegensatz zu Konrad et al. 
keine Genotyp/Phänotyp-Korrelation mit Bezug auf den Erkrankungsverlauf und im 
Besonderen auf das Fortschreiten der Nierenfunktion aufzeigen. Der Hauptgrund hierfür 
sind die Expressionsdaten, d.h. die funktionellen Untersuchungen, nach denen Konrad 
et al. die Mutationen gruppieren konnten. Aber die in der Kohorte von 33 Patienten 
gemachte Beobachtung, dass eine starke intrafamiliäre Konkordanz bezogen auf den 
klinischen Erkrankungsverlauf in der Mehrheit der multiplex Familien existiert, wird 
durch die Daten von Konrad et al. unterstützt. Die verschiedenen CLDN16-Genotypen 












































Abbildung 4.1 Proteinmodell von Claudin-16 (Aminosäurereste abgebildet als Kreise, die Lipidschicht der 
Zellmembran ist grau dargestellt, intrazellulärer NH2- und COOH-Terminus). Mutanten, die zu einem kompletten 
Funktionsverlust von Claudin-16 führen, sind rot dargestellt und Mutanten, die eine signifikante Restfunktion 
aufweisen, sind grün dargestellt [Konrad et al., 2008]. Das PDZ-Bindungsmotiv (rosa) und die PDZ-Domäne von ZO-
1 (blau) sind dargestellt. Die Ladungen der Aminosäuren (Wildtyp) in den extrazellulären Schleifen sind markiert.  
 
 
4.2.7 CLDN16-Mutationen mit Defekten im intrazellulären „Trafficking“  
Eine zweite Studie bezieht sich auf die Konsequenzen von humanen CLDN16-
Mutationen [Kausalya et al., 2006]. Kausalya et al. konnten durch eine systematische 
Analyse von CLDN16-Mutationen zeigen, dass einige Mutanten intrazellulär verbleiben 
und Defekte im intrazellulären „Trafficking“ aufweisen. Die meisten untersuchten 
CLDN16-Mutanten akkumulierten in unterschiedlichen Zellorganellen und wurden gar 
nicht in die Tight Junctions eingebaut [Kausayla et al., 2006]. Daher ist eine Einteilung 
der verschiedenen CLDN16-Mutationen, die mit der FHHNC-Erkrankung assoziiert 
sind, in zwei Kategorien möglich. Eine FHHNC-Erkrankung kann entstehen, erstens 
durch Mutationen, die das intrazelluläre „Trafficking“ betreffen und zu einer 
intrazellulären Retention von Claudin-16 führen oder zweitens durch Mutationen, die 
zwar korrekt in die Tight Junctions eingebaut werden, aber in ihrer Funktion defekt sind 
[Kausayla et al., 2006]. Mutanten der ersten Kategorie akkumulieren in verschiedenen 
Zellorganellen des exozytischen oder endozytischen Transportweges und sind daher gar 
nicht oder nur vorübergehend an der Zelloberfläche zu finden. Sie betreffen also die 
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normale Zelloberflächenexpression und spiegeln so Defekte im Zelltrafficking an 
verschiednen Schritten des Biosynthese- oder Endozytoseweges wieder. Diese 
Mutanten finden sich im Endoplasmatischen Retikulum (ER) und/oder Golgi Apparat 
und/oder Lysosomen. Einige CLDN16-Mutanten können das ER nicht verlassen. 
Vermutlich handelt es sich um Defekte der Proteinfaltung, Membrantopologie und/oder 
Oligomerisation. Ähnlich verhält sich auch die cystic fibrosis transmembrane 
conductance regulator (CFTR) Mutante CFTRΔF508, die häufigste Mutation bei 
Patienten mit Zystischer Fibrose, die auch im ER akkumuliert [Denning et al., 1992].  
Während der Biosynthese und Einführung in das ER werden integrale Membranproteine 
mit Chaperonen assoziiert, die für das korrekte Falten von Proteinen verantwortlich sind 
und dafür sorgen, dass Membranproteine solange im ER verbleiben bis sie ihre korrekte 
Konformation aufweisen [Sitia und Braakmann, 2003]. Wenn ein neu synthetisiertes 
Protein nicht korrekt gefaltet wird, wird es aus dem ER entfernt und an Ubiquitin 
gebunden und von Proteasomen zerstört [Jarosch et al., 2002]. Diese Qualitätskontrolle 
ist dafür verantwortlich, dass nur korrekt gefaltete und funktionierende Proteine das ER 
verlassen und ihre endgültige Bestimmung erreichen.  
Zellpermeable chemische Verbindungen (pharmakologische Chaperone), die das Falten 
von Membranproteinen erleichtern, können für im ER akkumulierte fehlgefaltete 
Proteine wieder zu einer Exprimierung in der Zellmembran führen [Ulloa-Aguirre et al., 
2004]. Auf welche Weise Chaperone funktionieren ist nicht ganz klar. Möglicherweise 
stabilisieren sie fehlgefaltete Proteine oder verhindern die Aggregation und nicht 
produktive Interaktion mit Proteinen des ER oder beeinflussen die Aktivität, das ER zu 
verlassen. Solche pharmakologischen Chaperone sind z.B. Thapsigargin oder 
4-Phenylbutyrat (4-PBA). Für einige CLDN16-Mutanten, die intrazellulär 
akkumulierten, konnten Kausayla et al. je nach Mutante und Chaperon-Verbindung eine 
2-6 mal höhere Zellexpression zeigen [Kausayla et al., 2006]. Dies könnte neue 
Therapiestrategien für FHHNC-Patienten mit bestimmten CLDN16-Mutationen 
eröffnen. 4-PBA ist wenig zytotoxisch und befindet sich in klinischen Studien bei 
Patienten mit Zystischer Fibrose, die eine CFTRΔF508 Mutation haben [Zeitlin et al., 
2002]. Allerdings konnten Kausayla et al. für Mutanten, deren Expression an der 
Zelloberfläche durch Chaperone (4-PBA) gelang, keine Erhöhung der 
Magnesiumpermeabilität nachweisen [Kausayla et al., 2006]. Der fehlende Einbau in 
Tight Junctions in der Zellmembran ist somit nicht allein krankheitsverursachend, die 
Mutanten scheinen zusätzlich in ihrer Funktion gestört.  
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Kausayla et al. konnten keine Korrelation zwischen einer bestimmten Mutation und 
ihrer subzellulären Lokalisation mit dem klinischen Phänotyp nachweisen. Eine 
Einteilung in zwei Mutationskategorien, normale Expression in der Zellmembran versus 
„Trafficking“-Defekte, zeigte keinen signifikanten Unterschied bezüglich des Alters bei 
Symptombeginn oder der Verschlechterung der Nierenfunktion. Daher ist die Einteilung 
der Mutationen nur allein aufgrund des Zelltraffickings ohne den 
elektrophysiologischen Beweis von Claudin-16-Restfunktion nicht nützlich für eine 
Genotyp/Phänotyp-Korrelation. Dies wird weiter unterstützt durch die Beobachtung von 
Mutationen, die korrekt in Tight Junctions lokalisieren, aber trotzdem einen kompletten 
Funktionsverlust aufweisen [Konrad et al., 2008].  
 
4.2.8 Mutationen im Gen für Claudin-16 oder Claudin-19 verursachen FHHNC – 
beide Claudine generieren die Kationenselektivität der Tight Junctions in 
synergistischer Weise 
FHHNC ist eine genetisch heterogene Erkrankung. Ein neuer Genlokus für rezessiven 
renalen Magnesiumverlust konnte auf Chromosom 1p34.2 lokalisiert und CLDN19-
Mutationen bei einer Kohorte von Patienten, die hauptsächlich aus Spanien stammen, 
identifiziert werden [Konrad et al., 2006]. Claudin-19, ein weiteres Mitglied der 
Claudin-Familie, wird in wenigen Organen exprimiert. Eine starke Expression findet 
sich in der Retina und den renalen Tubuli, wo sich eine große Ähnlichkeit im 
Expressionsmusters zu Claudin-16 mit einer Kolokalisation im TAL und geringer im 
DCT zeigt. Beide Claudine werden in Zell-Zell-Kontakten exprimiert, und es erscheint 
daher wahrscheinlich, dass beide im Bereich der Tight Junction-Barriere von renalen 
Tubuli interagieren und in die parazelluläre Reabsorption von Magnesium und Kalzium 
involviert sind.  
Der renale Phänotyp von Patienten mit CLDN19-Mutationen ist nicht unterscheidbar 
von dem der Patienten mit CLDN16-Mutationen. Patienten mit CLDN19-Mutationen 
haben aber im Vergleich deutlich schwerere okuläre Anomalien, erklärbar, da Claudin-
19 eine wichtige Komponente der Tight Junction in retinalem Pigmentepithel ist 
[Konrad et al., 2006]. Patienten mit Mutationen im CLDN19-Gen zeigen eine deutliche 
Missbildung der optischen Linse, welche mit drohender Blindheit und der Manifestation 
eines horizontalen Nystagmus assoziiert ist. In früheren Beschreibungen fällt bereits 
auf, dass spanische Patienten eine höhere Frequenz von Augenbeteiligung haben 
[Benigno et al., 2000; Loris Pablo et al., 2004]. Für Patienten aus Spanien mit schweren 
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okulären Anomalien konnte ein Founder-Effekt im CLDN19-Gen nachgewiesen werden 
[Konrad et al., 2006]. Für diesen phänotypischen Unterschied ist eine genetische 
Heterogenität verantwortlich und CLDN19-Mutationen sind der ursächliche Defekt für 
diese Untergruppe von FHHNC-Patienten.  
Die FHHNC-Erkrankung wird durch Mutationen in beiden Genen, Claudin-16 und 
Claudin-19, verursacht. In Nierenepithelzellen von Schweinen funktioniert Claudin-19 
als Chlorid-Blocker und Claudin-16 als Natrium-Kanal und die Koexpression von 
Claudin-19 und -16 generiert die Kationenselektivität der Tight Junctions in 
synergistischer Weise [Hou et al., 2008]. Die Unterbrechung dieser Interaktion durch 
Einführung von FHHNC verursachenden Mutationen entweder im CLDN19- oder 
CLDN16-Gen verhindern diesen synergistischen Effekt. Claudin-16 scheint mit 
Claudin-19 zu interagieren und diese Interaktion ist verantwortlich für die 
Kationenselektivität von Tight Junctions.  
Die individuelle Funktion von Claudin-16 und -19 besteht darin, die 
Kationenselektivität des parazellulären Weges zu erhöhen. Claudin-19- und Claudin-16-
Mutanten, die keine „Trafficking“-Defekte zeigen und korrekt in Tight Junctions 
eingebaut werden, zeigten beide einen partiellen Funktionsverlust. Exprimiert man 
Claudin-16 alleine in LLC-PK1 Zellen, so wurde ein großer Natriumfluss ohne Effekte 
auf die Chlorid-Permebailität generiert [Hou et al., 2005]. Claudin-19 reduzierte in 
LLC-PK1 Zellen die parazelluläre Chlorid-Permeabilität und erhöhte den 
transepithelialen Widerstand ohne signifikante Effekte auf die Natrium-Permeabilität 
[Hou et al., 2008]. Die Expression beider Claudine resultierte in einer dramatischen 
Erhöhung der Natrium-Permeabilität und einer dramatischen Verminderung der 
Chlorid-Permeabilität, was zu einer Transformation der Tight Junctions von LLC-PK1 
Zellen von  anionenselektiv zu kationenselektiv führte [Hou et al., 2008]. So entsteht 
ein hoch kationenselektiver parazellulärer Weg, reflektiert durch das große positive 
Diffusionspotential über die Zellmonolayer.  
Es ist schwierig, einzelne Claudin-Claudin Interaktionen ohne Interferenz von anderen 
Proteinen zu testen, da die biochemische Natur von Tight Junctions sehr komplex ist 
und starke Protein-Protein Interaktion innerhalb von Tight Junctions existieren. 
Einfache Zellsysteme wie z.B. Hefezellen und Fibroblasten formen keine Tight 
Junctions und exprimieren keine endogenen Tight Junction Proteine wie Occludin oder 
Claudine. Diese Modelle sind geeignet, um Interaktionen von Claudin-16 und -19 zu 
analysieren ohne Störung durch andere Proteininteraktionen. Für Claudin-16 und -19 
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konnte eine Co-Polymerisation (heteromere Interaktion) innerhalb der Zellmembran in 
Hefe- und Epithelzellmodellen nachgewiesen werden [Hou et al., 2008]. Claudin-19 
interagierte mit sich selbst und mit Claudin-16, indem es laterale Interaktionen 
innerhalb der Zellmembran bildete, wobei die gleiche Menge an homomeren und 
heteromeren Interaktionen auftrat. Claudin-16 interagierte nicht mit sich selbst. In 
Fibroblasten zeigte sich, dass Claudin-19 Claudin-16 in Tight Junctions rekrutierte und 
co-polymerisierte, als Hinweis auf die heteromeren Interaktionen zwischen Claudin-16 
und -19 [Hou et al., 2008]. Das Fehlen von Claudin-16 homomeren Interaktionen und 
seine Abhängigkeit von Claudin-19, in Tight Junctions rekrutiert und co-polymerisiert 
zu werden, betont die Bedeutung von Claudin-16/-19 heteromeren Interaktionen im 
„Trafficking“ und Polymerisation von Claudin-16, obwohl die Funktion von Claudin-16 
nicht abhängig sein muss von Claudin-19. Mutanten in beiden Claudinen, die mit der 
Fähigkeit zu interagieren interferieren, unterbinden die synergistische physiologische 
Funktion. Mutanten von Claudin-19 zeigten in unterschiedlichem Maße eine 
Erniedrigung der homomeren und/oder heteromeren Interaktionen mit Claudin-16. 
Mutanten von Claudin-16 störten die heteromeren Interaktionen mit Claudin-19 nur 
gering, nicht signifikant. Exprimiert man Mutanten von Claudin-19 mit dem Wildtyp 
von Claudin-16, so zeigte sich in LLC-PK1 Zellen ein Dilutionspotential wie beim 
Claudin-16-Wildtyp alleine, umgekehrt bei der Expression von Claudin-19-Wildtyp und 
Claudin-16-Mutanten [Hou et al., 2008]. 
 
Die Magnesiumreabsorption erfolgt über den parazellulären Weg im TAL und hängt 
stark vom transepithelialen Potential als Antrieb ab [Greger, 1985]. Einige in vitro 
Studien haben die Beziehung von Magnesiumfluss im TAL und der transepithelialen 
Ladung untersucht [Di Stefano et al., 1993; Hebert und Andreoli, 1986; Mandon et al., 
1993; Shageri und Agus, 1982]. Bei einer lumenpositiven transepithelialen Ladung wird 
Magnesium reabsorbiert und bei negativer sezerniert. Die Abhängigkeit des 
Magnesiumtransportes vom transepithelialen Potential deutet auf einen passiven 
Prozess via parazellulärem Weg hin. Wenn TAL-Zellen mit isotonischer NaCl-Lösung 
durchspült werden, ist das Lumen positiv (3-10 mV) aufgrund der apikalen 
Kaliumsekretion durch ROMK-Kanäle [Greger und Schlatter, 1983]. Im Prozess der 
Harndilution und -konzentrierung wird die Resorption von NaCl von der 
Wasserreabsorption getrennt, da  der TAL impermeabel für Wasser ist. Die aktive 
NaCl-Reabsorption via NKCC2-Transporter in der apikalen Membran der TAL-Zelle 
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resultiert in einer luminalen Flüssigkeitsdilution und einer erhöhten NaCl-Konzentration 
im peritubulären Raum. Ein transzellulärer NaCl-Konzentrationsgradient von 
peritubulär zum Lumen wird zunehmend verstärkt. Da der parazelluläre Weg im TAL 
kationenselektiv ist, diffundiert Natrium entlang des Konzentrationsgefälles über den 
parazellulären Weg von peritubulär zurück ins Lumen. Als Resultat dieses 
Natriumflusses erhöht sich das transepitheliale Potential lumenpositiv bis auf 30 mV 
[Rocha und Kokko, 1973; Greger, 1981]. Dieser hohe luminal positive 
elektrochemische Gradient treibt die Magnesiumreabsorption an. Claudin-16 und -19 
sind für die Kationenselektivität der Tight Junctions wichtig. Claudin-16 funktioniert als 
Na-Kanal [Hou et al., 2005] und Claudin-19 als Cl-Blocker [Hou et al., 2008]. Wenn 
Tight Junctions von in vitro kultivierten Zellmodellen (kein endogenes Claudin-16 und -
19) mit Claudin-16 und -19 ausgestattet werden, zeigen diese eine hohe 
Kationenselektivität aufgrund der synergistischen Effekte des Claudin-16 und -19 
Proteinkomplexes. Der entstehende Quotient PNa/PCl in diesem Zellmodell ist dem in 
nativen Maus TAL-Zellen sehr ähnlich [Hou et al., 2007]. Vermutlich spielen Claudin-
16 und -19 bei der Modulation der Ionenselektivität im TAL eine ähnliche Rolle wie in 
LLC-PK1 Zellen und kontrollieren so den transepithelialen Spannungsgradienten im 
TAL. Bei einem Funktionsverlust von Claudin-16 und Claudin-19 im TAL werden die 
renalen Tight Junctions sehr permeabel für Chlorid, aber nicht für Natrium, und zeigen 
eine hohe Anionenselektivität. Es käme zur Zerstreuung des lumenpositiven Potentials 
und zu einer Umkehrung in ein luminal negatives Potential, was zu einem renalem 
Magnesium- und auch Kalziumverlust führt, da Kalzium im TAL dem gleichen Weg 
wie Magnesium folgt. Abbildung 4.2 zeigt schematisch die Funktion von renalen Tight 
Junctions und den Mechanismus der Magnesiumreabsorption.  
Andere Claudine wie -3, -10 und -11, die auch im TAL exprimiert werden, könnten 
auch eine wichtige Rolle bei der Kontrolle der Ionenselektivität von Tight Junctions im 
TAL spielen [Kiuchi-Saishin, 2002]. Im Besonderen erniedrigt Claudin-10 die 
Kationenselektivität von Tight Junctions in MDCK- und LLC-PK1-Zellen [Van Itallie 
et al., 2006], sodass Claudin-10 ein möglicher Gegenspieler für den Claudin-16/-19 


































Abbildung 4.2 Mechanismus der Magnesiumreabsorption. Im TAL wird NaCl via Na+/K+/2Cl--Kotransporter Typ 2 
(NKCC2) in der apikalen Membran resorbiert. Basolateral sorgt die Na+/K+-ATPase für Energie und den Austausch 
von Natrium gegen Kalium, wobei Natrium die Zelle peritubulär verlässt und Kalium in die Zelle einströmt. Kalium 
wird apikal durch den Kalium-Kanal (ROMK) ins Lumen sezerniert. Chlorid verlässt die Zelle an der basalen 
Membran durch den Chlorid-Kanal (ClC-Kb). Die kontinuierliche NaCl-Reabsorption entlang des TAL führt zu einer 
tubulären Flüssigkeitsdilution und der Entstehung eines transepithelialen NaCl-Konzentrationsgradienten von 
peritubulär zum Lumen hin. Da die Epithelzellen im TAL kationenselektive Tight Junctions besitzen, führt der NaCl-
Konzentrationsgradient zu einem lumenpositiven transepithelialen Diffusionspotential. Dieses positive Potential ist 
die Antriebskraft für Magnesium- und Kalziumreabsorption via Tight Junction, dem parazellulären Weg. Claudin-16 
und -19 interagieren innerhalb der Tight junctions und sind für die Kationenselektivität der Tight Junctions 









In der Familienuntersuchung ergibt sich anamnestisch, durch sonographische 
Untersuchung der Nieren und durch Bestimmung der Kalziumausscheidung im Urin 
eine auffällige Häufung von Hyperkalziurie, Nephrolithiasis, Nephrokalzinose und 
Harnwegsinfekten bei ansonsten nicht an FHHNC erkrankten Familienangehörigen. Wir 
finden Hyperkalziurie, Nephrolithiasis, Nephrokalzinose und/oder Harnwegsinfekte bei 
56% der untersuchten Familien (13 von 23 Familien). Eine ähnliche Beobachtung 
konnten bereits von Praga et al. in einer Studie von fünf Familien gemacht werden 
[Praga et al., 1995]. In neun Familien unseres Kollektivs leiden entweder Vater oder 
Mutter, die beide obligate Träger einer heterozygoten CLDN16-Mutation sind, an 
Nephrolithiasis, Nephrokalzinose und/oder Hyperkalziurie. Folglich scheint eine 
Beziehung zwischen isolierter Hyperkalziurie und Mutationen im CLDN16-Gen zu 
existieren. Mit Ausnahme des Onkels von Patient F5, der an einer Nephrolithiasis leidet, 
konnte für alle zugänglichen Familienangehörigen, die eine Symptomatik in oben 
genanntem Sinn aufweisen, eine heterozygote Mutation im CLDN16-Gen nachgewiesen 
werden. Diese Ergebnisse der Familienanalyse unterstützen die Hypothese eines 
ursächlichen Zusammenhanges von Hyperkalziurie und heterozygoten CLDN16-
Mutationen.  
Im Umkehrschluss lässt sich vermuten, dass Mutationsanalysen von Familien, die an 
familiärer Hyperkalziurie in Kombination mit Nephrolithiasis und/oder 
Nephrokalzinose (mit einem offensichtlich dominaten Vererbungsmodus) leiden, 
heterozygote Mutationen im CLDN16-Gen zumindest in einigen Familien finden 
lassen. Das macht CLDN16 zu einem Kandidaten-Gen für familiäre hyperkalziurische 
Nephrolithiasis.  
Nephrolithiasis betrifft etwa 5% der Erwachsenen und ist oft mit Hyperkalziurie 
assoziiert [Stechman et al., 2007]. Idiopathische Hyperkalziurie tritt in etwa 5-10% der 
Gesamtpopulation auf und wird am häufigsten bei Patienten mit kalziumhaltigen 
Nierensteinen oder Osteoporose gefunden [Vezzoli et al., 2007]. Nephrolithiasis ist eine 
häufige Störung und assoziiert mit verschiedenen metabolischen Veränderungen, wie 
z.B. Hyperkalziurie, Hyperphosphaturie, Hyperoxalurie, Hypozitraturie, Hyper-
urikosurie, Zysteinurie, vermindertem Harnvolumen und Defekten der Urinansäuerung. 
Die Ätiologie dieser metabolischen Veränderungen und einer Nephrolithiasis ist 
multifaktoriell und bestimmt von Interaktionen zwischen Umwelteinflüssen und 
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genetischen Determinanten. Die Umwelteinflüsse betreffen diätetische Aufnahme von 
Salz, Protein, Kalzium und anderen Nahrungsbestandteilen, Flüssigkeitsaufnahme, 
Harnwegsinfekte, sozioökonomischer Status, Lifestyle und Klima. Hyperkalziurie ist 
wahrscheinlich ein polygenetisches Phänomen. Beobachtungen bei monogenen 
Erkrankungen, die durch kalziumhaltige Nierensteine, Hyperkalziurie und/oder 
Nephrokalzinose charakterisiert sind, sprechen für eine Anzahl von Genen als 
Kandidaten-Gene in der Pathogenese von idiopathischer Hyperkalziurie. Studien von 
monogenen Formen der hyperkalziurischen Nephrolithiasis z.B. Bartter-Syndrome, 
Dent’s Disease, autosomal dominante hypokalziämische Hyperkalziurie (ADHH), 
hyperkalziurische Nephrolithiasis mit Hypophosphatämie und FHHNC haben eine 
Menge von Transportern, Kanälen und Rezeptoren identifiziert, die in der Regulation 
der renalen Resorption von Kalzium involviert sind.  
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5  Zusammenfassung 
 
Die familiäre Hypomagnesiämie mit Hyperkalziurie und Nephrokalzinose (FHHNC) ist 
eine autosomal rezessive renal-tubuläre Erkrankung, die häufig mit progredientem 
Nierenversagen assoziiert ist. Der primäre Defekt besteht in einer gestörten tubulären 
Reabsorption von Magnesium und Kalzium im dicken aufsteigenden Teil der Henle-
Schleife (TAL) der Niere. Mutationen im CLDN16-Gen (früher PCLN1-Gen), welches 
für das renale Tight Junction Protein Claudin-16 kodiert, konnten als zugrunde 
liegender genetischer Defekt identifiziert werden. Die vorliegende Arbeit stellt 
umfassende klinische Daten und die Ergebnisse der CLDN16-Mutationsanalyse von 25 
FHHNC-Familien mit 33 Betroffenen dar. Die Erkrankung manifestiert sich in der 
frühen Kindheit. Das mediane Alter bei Manifestation der Erkrankung liegt in unserem 
Kollektiv bei 3,5 Jahren. Hauptmanifestationssymptome sind Harnwegsinfekte, 
Polyurie und Hämaturie. Im Gegensatz zu anderen Tubulopathien ist die FHHNC durch 
eine gehäuft auftretende terminale Niereninsuffizienz in der frühen Adoleszenz 
charakterisiert. Bei Diagnosestellung ist bei 11 Patienten unseres Kollektivs die GFR 
bereits auf kleiner 60 ml/min/1,73 m2 reduziert. 12 Patienten zeigen im Verlauf eine 
terminale Niereninsuffizienz, im Median mit 14,5 Jahren. Die Therapie mit 
Magnesiumsalzen oder Thiaziddiuretika hat keinen Effekt auf die Progression der 
Niereninsuffizienz. 
Die Genotyp-Analyse ergibt außer bei drei Allelen CLDN16-Mutationen (94%) mit 15 
verschiedenen Mutationen, wobei 8 neue Mutationen identifiziert werden konnten. Eine 
auffällige Häufung zeigt sich für die Mutation Leu151Phe mit 48% aller mutierten 
Allele und eine Haplotypen-Analyse weist auf einen Founder-Effekt für FHHNC-
Patienten, die aus Deutschland und Osteuropa stammen, hin.  
Zunächst wurde angenommen, dass das humane Claudin-16-Gen für ein 305 
Aminosäure langes Protein kodiert. Es finden sich aber zwei mögliche Startcodons 
(Methionin 1 und Methionin 71). Interspezies-Vergleiche von Claudin-16 und ein mit 
16,7% gehäuft auftretender frameshift-Polymorphismus an Aminosäureposition 55 
unterstützen die Hypothese, dass die Translation an Methionin 71 beginnt und das 
Claudin-16-Protein um 70 Aminosäuren kürzer ist. 
Eine Genotyp-Phänotyp-Korrelation bezüglich Erkrankungsverlauf und Fortschreiten 
der Niereninsuffizienz findet sich im Kollektiv dieser Arbeit nicht. Aber es existiert eine 
starke intrafamiliäre Konkordanz bezogen auf den Erkrankungsverlauf in der Mehrheit 
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der Multiplex-Familien. Dies unterstützt die These, dass die verschiedenen CLDN16-
Genotypen eine wichtige Rolle für das Fortschreiten der Niereninsuffizienz spielen. Erst 
kürzlich konnte für ein großes Kollektiv, das die 33 Patienten dieser Arbeit einschließt, 
gezeigt werden, dass manche CLDN16-Mutationen einen partiellen Funktionsverlust 
von Claudin-16 und andere einen kompletten Funktionsverlust bedingen. Patienten, 
deren Mutationen zu einem kompletten Funktionsverlust von Claudin-16 auf beiden 
Allelen führten, waren signifikant jünger bei Symptombeginn und zeigten eine deutlich 
schnellere Abnahme der Nierenfunktion.  
In 13 von 23 Familien des Kollektivs wird eine Hyperkalziurie und/oder Nephrolithiasis 
bei ansonsten gesunden Familienangehörigen beobachtet. Folglich scheinen 
heterozygote CLDN16-Mutationen eine Rolle bei hyperkalziurischer Nephrolithiasis zu 
spielen. Diese Beobachtung macht CLDN16 zu einem Kandidaten-Gen für familiäre 
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7  Anhang 
 






















7.2  Verwendete Abkürzungen 
 
A   Absorption 
 
aBS Antenatales Bartter Syndrom  
 
ADH   Autosomal dominanter Hypoparathyreodismus  
 
ADHH  Autosomal dominante hypokalziämische Hyperkalziuire  
 
ADP   Adenosindiphosphat 
 
APS   Ammoniumpersulfat 
 




BSND   Bartter syndrome, infantile, with sensorineural deafness (Barttin) 
 
bzw.   beziehungsweise 
 
°C   Grad Celsius  
 




cBS klassisches Bartter Syndrom  
 
cDNA complementary DNA  
 
CFTR cystic fibrosis transmembrane conductance regulator  
 
CINF chronisch interstitielle Nephritis mit diffuser zonaler Fibrose  
 
ClC renaler Chloridkanal (Ka und Kb) 
 






cTAL  kortikales Segment des dicken aufsteigenden Teil der Henle’ 
Schleife  
 
Cy5 Cyanin-5  
 







d.h. das heißt 
 








EMT epithelialer zu mesenchymaler Transformation  
 




F1…. Familie 1…. 
 
FHH Familiäre hypokalziurische Hyperkalziämie  
 











GFR  Glomerulären Filtrationsrate 
 
GS Gitelman Syndrom  
 
HHRH hyperphosphatämische Rachitis mit Hyperkalziurie  
 
HPS Hyperprostaglandin E Syndrom 
 
HSH Hypomagnesiämie mit sekundärer Hypokalziämie 
 
iPTH intaktes Parathormon 
 








KCNJ1  potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 1 
 












MDCK Madin-Darby canine kidney (cells)  
 






















mRNA messenger RNA 
 
MSK   Markschwammniere  
 













NKCC2 Na+/K+/2Cl--Co-Transporter Typ 2    
 
no. engl. Number, Nummer 
 
NSHPT Neonataler schwerer Hyperparathyreodismus  
 
OD optische Dichte Einheit 
 
OMIM Online Mendelian Inheritance in Man 
 








PCLN-1 Paracellin-1  
 
PCR Polymerase Kettenreaktion 
 














RNAi  RNA interference – ein Mechanismus, um Genexpression zu 
inhibieren   
 
ROMK renaler Kaliumkanal  
 




SLC12 solute carrier family 12 (sodium/potassium/chloride transporters),  
 (A1, member 1 und A3, member 3) 
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SND Sensorineurale Taubheit 
 
SSCP  single-strand conformation polymorphism (Einzelstrang-
Konformationspolymorphismen)  
 













TJ Tight Junction 
 
TRP Transient receptor potential 
 
TRPM Transient receptor potential (melastatin) 
 














w/v Gewicht pro Volumen 
 
z.B.  zum Beispiel 
 
ZO zonula occludens 
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